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第1章 緒論 
1.1. Cytochrome b561タンパク質 
Cytochrome b561タンパク質は元々はクロマフィン小胞（カテコールアミン貯蔵粒
子）の構成要素として 1961 年に初めて発見・発表された（1）。ウシ副腎髄質から精
製されたクロマフィン小胞膜中に存在する cytochrome b561タンパク質の電子伝達反
応の解析により、小胞外側にアスコルビン酸を添加することで小胞内のモノデヒドロ
アスコルビン酸が還元されアスコルビン酸が再生されることが示された（2）。その後、
小胞内腔に存在するドーパミンβ-ハイドロキシラーゼ（dopamine β-hydroxylase）
が行うドーパミンの水酸化酵素反応に必要な電子は cytochrome b561タンパク質によ
って供給される電子当量によって小胞内で再生されるアスコルビン酸に由来するこ
とが示された（3-6）。 
Cytochrome b561タンパク質は多くの神経内分泌小胞に存在しており、免疫学的手
法により副腎髄質以外にも、膵臓の神経末端や下垂体や脳のほとんどに発現が確認さ
れている（7, 8）。また血管、網膜、内分泌細胞、そして心臓（9）、甲状腺傍濾胞細胞
（10）にも存在が確認された。これらの全ての組織の神経内分泌小胞中で dopamine 
β-hydroxylase と共存しているわけでは無く、代わりに dopamine β-hydroxylase と
同様にアスコルビン酸からの電子供給を必要とする銅含有モノオキシゲナーゼの 1
つである、peptidylglycine α- amidating monooxygenase と共存していることが確認
された。場合によっては dopamine β-hydroxylase と peptidylglycine α- amidating 
monooxygenase の両方と共存している場合もあるとされる。これらのことから、
cytochrome b561タンパク質は神経内分泌小胞でのアスコルビン酸を再生という生理
機能を生体内で担っており（6,11）、この生理機能は高等動物における神経伝達物質
の生合成に必須であると考えられる。 
 
1.1.1. Cytochrome b561タンパク質の構造と機能 
Cytochrome b561タンパク質は 250 個程度のアミノ酸からなる非常に疎水的な膜
タンパク質であり、その一次構造の hydropathy plot analysis から 6 回膜貫通型の
膜タンパク質であると考えられている。免疫学的解析により親水部分の N 末と C 末
の両方が小胞内側にあることが示され、小胞膜中でのトポロジーが決定された（12）。
また cytochrome b561タンパク質は 2 つのヘムを有することが EPR 解析および精製
標品のヘム含量解析から明らかになった（13）。さらに動物種間の保存性アミノ酸の
解析や相同性アミノ酸解析の結果、高度保存アミノ酸領域として motif 1
（FN(X)HP(X)2M(X)2G(X)5G(X)ALLVYR）や motif 2（YSLHSW(X)G）が同定さ
れ（17）、それぞれアスコルビン酸及びモノデヒドロアスコルビン酸ラジカルとの相
互作用に重要であると提唱されている。また 2 つのヘムに配位するヒスチジン残基
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が種間保存性アミノ酸解析と His 残基に対する部位特異的変異体の作製により同定
された（14-17）（図 1A、図 2A）。 
 
1.1.2. Cytochrome b561タンパク質ファミリー 
近年の各種生物種に対するゲノムプロジェクトの進行に伴い、植物を含むいろい
ろな生物種において cytochrome b561タンパク質のホモログが存在すること、そし
て単一の生物種においても複数種のホモログが存在することが明らかとなってきた。   
Cytochrome b561タンパク質のヘムに配位する 4 個のヒスチジン残基を含むコア
ドメイン領域（ヘリックス２〜５に相当する）を query としてデータベースの相同
検索することで、非常に多様な cytochrome b561タンパク質のホモログ存在してい
ることが見出された。これらのホモログに対する multiple sequence alignment 解
析の結果、これらホモログが 7 つのサブファミリーに分類出来ることが示された
（17）。A グループ（動物/神経系）、 B グループ （植物）、 C グループ（昆虫）、 D
グループ（菌類）、 E グループ（動物/がん抑制系）、 F グループ （植物/DoH 融合
型）、 そして G グループ（SDR2）の 7 つである（17）。 
これらの７つのグループの中で、A グループは最も研究が進んでおり、先に述べ
た神経系由来 cytochrome b561 (CGcytb)はこのグループに属する。またこの A グル
ープには小腸絨毛細胞において発現し、鉄イオンの吸収に関与していると考えられ
ている DcytB（18）も属している。一方､ ヒト肺癌細胞において頻繁に見つかるゲ
ノム欠損領域 3p21.3 領域内にコードされており、がん抑制遺伝子産物ではないかと
考えられている 101F6 タンパク質は E グループに属していて、近年意欲的にその解
析が進められている（19-25）。 
 
1.2. ヒトにおける Cytochrome b561タンパク質ファミリーと E グループ 
ヒトゲノム解析の結果、ヒトに存在する cytochrome b561タンパク質のホモログは
全部で6種であることが分かっている。Aグループに属するhb561 (CGcytb)、hb561-2 
(Lcytb）、 および hDcytb タンパク質、F グループに属する hSDR2、そして E グル
ープに属する h101F6 と hb561-3（CYB561D1）タンパク質である（17）（図 2B）。
その他の高等動物でも通常 6 種類の cytochrome b561 ホモログが存在している事が
分かっている。F グループに属する SDR2 タンパク質はこれらのホモログの内で最も
相同性が低く、しかも N 末端側には DOMON ドメインが結合している。Ferric 
reductase 活性を持つことが報告されているが、その生理機能についてはほとんど何
も分かっていない。E グループに属する 2 つのタンパク質、h101F6 タンパク質と
CYB561D1 タンパク質は互いによく似たアミノ酸配列を持つが、A グループともま
た F グループとも異なった特徴的な 1 次構造を持っている。CYB561D1 タンパク質
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についての研究はほとんど行われていないが、h101F6 タンパク質については近年、
精力的な研究が行われている。 
 
1.2.1. h101F6 タンパク質の生理機能 
h101F6 遺伝子は元々ヒト由来の肺癌細胞において、染色体 3p21.3 領域がかな
りの高頻度で共通して欠損しているということで注目されたという経緯がある。こ
の領域（~120 kb）には複数の遺伝子（11 遺伝子）が存在するが、これら遺伝子の
内のいくつかが癌抑制遺伝子ではないかと考えられ、それぞれの遺伝子、およびそ
の遺伝子産物についての研究が進められてきた。その 1 つが 101F6 遺伝子である。 
h101F6 遺伝子に関する具体的な最初の解析は、染色体 3p21.3 欠損部位のシー
クエンス解析における h101F6 遺伝子の同定と h101F6 遺伝子が発現している組織
での mRNA 発現解析であった（20）。この文献によると、h101F6 遺伝子の mRNA
は、心臓・脳・胎盤・肺・肝臓・骨格筋・腎臓・膵臓の全ての臓器での発現が確認
されており、その中でも特に肝臓での発現が最も高く、次いで肺と胎盤、心臓・腎
臓・膵臓と続く（20）。またマウスにおける h101F6 遺伝子の mRNA は、心臓・脳・
胎盤・肺・肝臓・骨格筋・腎臓・膵臓の全ての臓器での発現が確認されており、そ
の中でも特に肝臓と腎臓での発現が最も高く、次いで肺と脳での発現が高かった
（21）。h101F6 遺伝子の mRNA は多くの肝癌以外の癌由来の培養細胞株あるいは
肺癌由来の培養細胞株において発現が確認されている（20）。さらに h101F6 タンパ
ク質の発現レベルにおいても確認されている（22）。しかしながら、多くの肺癌細胞
に由来する h101F6 遺伝子自体には何ら変異が見られないということから、この報
告においては、h101F6 遺伝子が癌抑制遺伝子であるという可能性は低いとされた
（21）。 
しかし、後の報告では、アデノウイルスを使って h101F6 遺伝子をヒト肺癌由来
の数種の培養細胞株に導入してやると、h101F6 遺伝子がホモで欠失または不完全
な H1299 や A549 といった肺癌由来の細胞株では、アポトーシスの誘導や細胞周期
の変化により細胞増殖が顕著に阻害された（19）。しかし、ヘテロで欠失している
H358 細胞や正常の気管支上皮細胞ではそのような効果は見られなかった。また
h101F6 遺伝子が不完全な NSCLC H322 細胞をヌードマウスの胸腔内に挿入した
異種同所モデルを作製し、前もってナノ粒子を用いた遺伝子導入により h101F6 遺
伝子を強制発現させた NSCLC H322 細胞を挿入した場合とで、アスコルビン酸を
胸腔内に 250 mg/kg 暴露させると腫瘍重量を対照群に比べて減少させることが示
された（22）。このような h101F6 タンパク質強制発現とアスコルビン酸添加による
抗癌効果は、カスパーゼ非依存的なアポトーシスあるいはオートファジーによるも
のであると報告されている（22）。 
 
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
4 
                                    平成２６年１月 
1.2.2. h101F6 タンパク質の構造と機能 
h101F6 タンパク質は、最も研究が進んでいる A グループに属する cytochrome 
b561タンパク質とほぼ同様の構造を有していると考えられ、6 回膜貫通型で 2 つの
ヘム B を有していると推定される。h101F6 タンパク質は、2008 年に世界で初めて
アルコール資化性酵母 Pichia pastoris を使った異種発現系により、大量発現・精製
された（23、24）。h101F6 タンパク質の一次構造は、A グループで高度に保存され
ている motif 2 は保存されていないが、motif 1 の領域付近に
LFSWHP(X)2M(X)3F(X)3M(X)EAIL(X)SP(X)SS という保存性の高い領域がある
（17）（図 1-1（B），図 1-2（A））。 
h101F6 タンパク質は他の cytochrome b561タンパク質と同様にアスコルビン酸
から電子を受け取ってモノデヒドロアスコルビン酸ラジカルに電子を渡す活性を持
っているが、モノデヒドロアスコルビン酸ラジカルへの電子の供給速度はウシ副腎
から精製した cytochrome b561タンパク質より 2 倍以上も速いという特徴がある
（25）。 
一方、精製した h101F6 タンパク質の酸化型の EPR 解析によると、これまで報
告のある A グループに属する cytochrome b561タンパク質等と比べて顕著な差違が
あることが明らかとなった （24）。これらの差違はアミノ酸配列の差違に由来する
わけであるが、具体的にどのような変化が起きているのか未だ不明な事が多い。 
 
1.3 アスコルビン酸による抗癌作用 
抗癌剤としてのアスコルビン酸の利用については 1976 年にライナス・ポーリング
らが世界で初めて臨床試験での効果を報告した（26）が、2 度に渡って行われたフラ
セボをコントロールとした無作為二重盲検試験は共に不成功に終わった（27、28）。
しかし 2005 年に PNAS 誌において、高濃度アスコルビン酸が過酸化水素を発生し、
正常細胞を生かしてがん細胞株を選択的に殺すという論文が発表されて（29）から、
あらためて効果が検証され、現在では数多くの医療施設で高濃度アスコルビン酸の静
脈注射が自由診療として注目されるようになった。また多くの癌患者は血清中のアス
コルビン酸濃度が健常人に比べて低いことが知られており、高濃度アスコルビン酸を
静脈注射することによって重篤な副作用無しに血清中のアスコルビン酸濃度を正常
範囲に近づけ、さらには血中の炎症反応の強さを表す血中の CRP 値や癌マーカー数
値の改善に相関性が見られた（30）。この他にも口腔癌の治療薬としてアスコルビン
酸を使用した報告やヒト結腸癌細胞株に対する細胞毒性に関しての報告がある（31，
32）。これらアスコルビン酸の抗がん作用は，高濃度アスコルビン酸によって発生す
る活性酸素種によるものであり，特に抗酸化酵素としてのカタラーゼ活性が重要であ
ると考えられている（33）。 
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ところで、アスコルビン酸は、ほとんどの脊椎動物が生合成できるが、ヒトを含
む一部の脊椎動物（真骨魚類、コウモリ、モルモット、類人猿霊長類）では L-グロノ
ラクトンオキシダーゼ遺伝子発現による酵素活性をそれぞれ独立に失ったためにア
スコルビン酸を生合成できない（34）。近年、 L-グロノラクトンオキシダーゼ遺伝子
の欠損マウスが作製され研究が進められている。これらのマウスはアスコルビン酸摂
取中止後一週間で体重の減少がみられ、脳・副腎・肺のようないくつかの臓器に優先
的にアスコルビン酸が貯蔵されるという報告があった（35）。また L-グロノラクトン
オキシダーゼ遺伝子欠損マウス由来の多核好中球は、アスコルビン酸不足の結果、ER
ストレス・オートファジー・ヒストンのシトリル化・ NfkB タンパク質の活性化・
PMA（phorbolmyristate acetate）による NET（Neutrophil extracellular trap）の
活性化減衰といった現象が見られるとの報告がされている（36）。このようなマウス
を対象とした研究によりアスコルビン酸の抗癌活性についても新たな知見が得られ
つつあるが、いずれも血中および細胞外における高濃度アスコルビン酸を対象とした
研究が多く、細胞内における抗癌効果メカニズムについて詳細を論じた文献は少ない。 
アスコルビン酸の細胞内濃度は血漿濃度と比べてはるかに高いことが古くから報
告されており（37）、細胞内におけるアスコルビン酸はフリーラジカルのスカベンジ
ャーとしての機能と数多の酵素反応における電子供与体としての重要なコファクタ
ーとしての機能が知られている（38，39，40）。アスコルビン酸は還元状態でナトリ
ウム共役型トランスポーターである SVCT タンパク質によって細胞内に取り込まれ
る。細胞内で一度還元剤として作用すると、酸化されてモノデヒドロアスコルビン酸
（1 電子酸化を受けた場合）、あるいはデヒドロアスコルビン酸（DHA）（2 電子酸化
を受けた場合）となるが、還元型グルタチオンとデヒドロアスコルビン酸還元酵素（38, 
41）あるいは NADH とシトクロム b5還元酵素によって再び還元される（42）。また
毛細血管等、細胞外の DHA は GLUT タンパク質（43）によって細胞内に輸送され、
速やかに還元されてアスコルビン酸に戻ると考えられている（44）（図 1.3）。一方、
がん細胞内においてアスコルビン酸は ROS（reactive oxygen species）の産出と p38 
MAPK タンパク質活性を通じた p53 タンパク質誘導型の複製老化を抑制するという
報告やアスコルビン酸が細胞内のアデニルシクラーゼ活性に競合的に働いて cAMP
量を調節し、cAMP-パスウェイに影響を与えるという研究報告がある（45, 46）。ま
た乳癌においてはSVCT-2タンパク質の発現が亢進しておりアスコルビン酸濃度を高
めて細胞内 ROS を発生させることで、オートファジーダメージに対する癌細胞の応
答が敏感になったという報告がある（47）。 
しかしながらアスコルビン酸ががん細胞内のどの分子にどのような影響を与える
ことで結果としてがん抑制効果を及ぼすかに関しては未だ不明な点が多い。したがっ
て、細胞内でアスコルビン酸と直接的な相互作用する h101F6 タンパク質ががん細胞
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に抑制的な効果をもたらす分子メカニズムの詳細を解明することにより、アスコルビ
ン酸による抗癌作用に対する新しい知見が加わることが期待される。 
 
1.4 酸化ストレスとがん 
持続的に活性酸素（ROS）が上昇した状態は、神経変性病、心臓血管系疾患、糖
尿病、リウマチ、閉塞性睡眠時無呼吸、そしてがん等の様々な病状に広範囲に渡って
引き起こす原因とされている（48）。ROS は非常に反応性の高い分子種であり、スー
パーオキシドアニオン、ヒドロキシラジカル、そして過酸化水素から構成される。ROS
は酸素の代謝副産物として自然に発生するが、産出量は環境ストレスによって劇的に
何倍にも増加し、DNA・タンパク質・脂質を攻撃してダメージを与え、その結果と
して酸化ストレスをもたらす。これに対して、そのような ROS によるダメージから
細胞を守るために、多くの抗酸化遺伝子が産出されている。抗酸化剤応答配列である
ARE（antioxidant response element）配列は抗酸化遺伝子群のプロモーター領域に
存在し、酸化ストレスによって活性化されるとこれらの遺伝子群が発現される（49）。
ARE配列に結合する転写因子は塩基性ロイシンジッパー型の転写因子Nrf2（Nuclear 
factor erythroid 2-related factor）であり、通常は細胞質でインヒビターである Keap1
タンパク質と結合しているが、酸化ストレス下では Keap1 タンパク質から開放され
て核内に移動し、抗酸化遺伝子群を活性化・転写する（50, 51）（図 1-4）。転写因子
Nrf2 によって制御されていることが確認されているタンパク質としては、Cu/Zn 
SOD タンパク質、カタラーゼ、チオレドキシン、チオレドキシンレダクターゼ、グ
ルタチオンレダクターゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、フェリチン、キノンオキ
シゲナーゼ、ヘムオキシゲナーゼ等がある（50, 52, 53）。   
ヘムオキシゲナーゼは、ヘム代謝の律速酵素であり、ヘムを ビリベルジン に分解
すると同時に鉄と一酸化炭素を放出する。ビリベルジンはビリベルジンレダクターゼ
によってビリルビンとなり、遊離鉄は細胞内での代謝に利用されるかあるいはフェリ
チンタンパク質によって隔離される（52）。ヘムの分解は毒性の高い酸化型のヘムを
取り除くためだけでなくヘムを分解する際に産出する副産物（ビリルビン、フェリチ
ン、そして一酸化炭素）が抗炎症、抗アポトーシス、抗増殖、そして抗血栓症に効果
があると報告されている（53,54）。ヘムオキシゲナーゼには誘導型である HO-1 タン
パク質、脳や睾丸に限定的に発現している HO-2 タンパク質、そして未だ解析が進ん
でいない HO-3 タンパク質の 3 つのアイソフォームが同定されている。誘導型ヘムオ
キシゲナーゼである HO-1 タンパク質は熱ショック（55）、酸化ダメージ（56）、そし
て虚血再灌流傷害（57）を含むいくつかの細胞性ストレス条件に反応して誘導される。
そして転写因子 Nrf2 が ARE に結合することによって HO-1 タンパク質は誘導され
る（58）。 
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転写因子 Nrf2 は酸化ストレスから肺組織を守っているという報告（59）がある一
方で、肺癌組織や細胞株では転写因子 Nrf2 を制御している Keap1 タンパク質の機能
喪失や低発現が癌細胞の増殖に有利に働くことが報告されている（60）。このように
酸化ストレスはがん発生の原因となりうるだけでなく、酸化ストレスから自身を守る
機構を亢進させることでがん細胞が自身の生存を有利にする。 
 
1.5  小胞体ストレスとがん  
低酸素状態、小胞体内カルシウムイオンの不足、酸化的細胞傷害、高脂肪食、低
血糖症、そしてウイルス感染を含む様々な生理学的や病理学的な条件によって、小胞
体内のタンパク質の処理量と生産量の不均衡が原因となって、変性タンパク質が小胞
体内に蓄積する状況を小胞体ストレスという（61）。極端な小胞体ストレスはアポト
ーシスを導いて細胞を死に導く（62）。また低酸素状態における細胞の生存という現
象は、固形癌の微小環境として特徴づけられる。低酸素部分における癌の発達には以
下の 3 つのメカニズムが貢献している。①癌の成長速度より速い血液の供給②異常な
構造と血管新生③自発的な血管の収縮と拡張である（63,64,65）。また高度な低酸素
環境でも生き残っているようながん細胞は、通常の酸素環境におけるがん細胞と比べ
て放射線や化学療法に対する抵抗性も高いことが知られている（66,67）。このように
低酸素状態に対する抵抗性の獲得は、癌の発達にとって必要不可欠な特徴の一つであ
ると考えられ、そこには小胞体ストレスによるアポトーシス回避メカニズムの存在が
あると考えられる。 
小胞体ストレスは変性タンパク質の蓄積による ER ホメオタシスの崩壊を引き起
こす。それに続く UPR（unfolded protein response）応答は、3 つの膜貫通型タン
パク質である PERK、IRE1α、そして ATF6 タンパク質からの GRP78（ER-resident 
chaperone glucose-regulated protein 78 kDa）の解離が起こる（68,69）。この細胞
応答は、後に続く ER 関連シャペロンの発現誘導や翻訳機構の抑制によるタンパク質
の正確な折りたたみや ER ホメオタシスが回復される。しかし深刻な ER ストレスは
細胞の生存からアポトーシスへの UPR 応答へと切り替える（70）。つまり転写因子
CHOP（CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein, also called 
GADD153）が DR5（death receptor 5）等を刺激することでアポトーシスを引き起
こす（71,72）。また転写因子 CHOP は、活性化（リン酸化）した PERK タンパク質
が翻訳開始因子である eIF2（eukaryotic initiation factor 2）αタンパク質をリン酸
化することを通じて発現誘導される（73,74）が、eIF2α タンパク質のリン酸化によ
って同様に発現誘導される GADD34（growth arrest and DNA damage gene 34）タ
ンパク質（75）は、protein phosphatase 1 と複合体（GADD34-PP1）を形成し、
eIF2αタンパク質を再び脱リン酸化して eIF2α タンパク質の翻訳を元に戻し、ER ス
トレス応答を終結する（76）。 
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1.6 本研究の目的 
本研究は、cytochrome b561 ファミリーの E グループに属する h101F6 タンパク
質の癌抑制の分子メカニズムの詳細について明らかにすることを目的とするもので
ある。ヒト由来癌培養細胞を使って、酸化ストレスに伴う遺伝子の発現パターンの変
化等を解析し、h101F6 タンパク質の生理的役割を推定することを目的とした。 
さらに、h101F6 タンパク質の構造と機能をより深く解析・理解するために、同じ
Eグループに属するCYB561D1タンパク質についても、アルコール資化性酵母Pichia 
pastoris を使った強制発現系により大量発現・精製する事とした。精製タンパク質の
詳細な比較を行うことで、h101F6 タンパク質の機能特性を理解する事が可能となる
と考えられる。CYB561D1 遺伝子およびその遺伝子発現産物についての解析は現在
までに具体的な文献報告がないが、h101F6 タンパク質との相同性が高いことから、
これら 2 つのタンパク質の性質を比較する事により新たな知見が得られると考えら
れる。 
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図 1-1 ヒト cytochrome b561(CGcytb)タンパク質（A）とヒト 101F6 タンパク質（B）の
膜貫通モデル 
 
（A）cytochrome b561タンパク質ファミリーの中で最も研究が進んでいる神経内分泌小
胞膜に存在し、グループ A に分類される。グループ A 高度保存アミノ酸領域である motif 
1 と motif 2 の相当アミノ酸残基をそれぞれ赤色と青色で示し、ヘムに配位しているヒス
チジン残基は灰色で示した。（B）今回の研究対象であり、グループ E に分類される。グ
ループ E 高度保存アミノ酸領域である motif 1 の相当アミノ酸残基を赤色で示し、ヘム
に配位しているヒスチジン残基は灰色で示した。
（A） 
（B） 
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図 1-2 ヒト cytochrome b561タンパク質ファミリー（A および E グループ）の 
一次構造アライメント（A）および系統樹（B） 
 
（A）ヒト cytochrome b561タンパク質ファミリーの内、グループ A と E に属するメン
バーのアミノ酸配列をアライメントし、相同性を領域を示した。（B） ヒト cytochrome 
b561タンパク質ファミリー6 種のアミノ酸配列を元に、系統樹を作成した。 
（A） 
（B） 
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図 1-3 アスコルビン酸（AAs）とデヒドロアスコルビン酸（DHA）の細胞内への取り込み
および AAs による細胞内ラジカルの消去と AAs の再生 
 
アスコルビン酸は還元状態でナトリウム共役型トランスポーターである SVCT によっ
て細胞内に取り込まれる。細胞内で一度還元剤として作用すると酸化されてモノデヒド
ロアスコルビン酸（1 電子酸化を受けた場合）、あるいはデヒドロアスコルビン酸（DHA）
（2 電子酸化を受けた場合）となるが、グルタチオン等によって再還元される。また毛
細血管等、細胞外の DHA はグルコーストランスポーター（GLUT）によって細胞内に
輸送される。 
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図 1-4 酸化ストレスによる Nrf2 の核移行と ARE 応答 
Nrf2 は非酸化ストレス環境下では細胞質で Keap1 と結合し、やがてユビキチン化
を受けてプロテオソーム分解を受ける。酸化ストレス環境下では、Keap1 の SH セン
サーが酸化されて構造変化が起こり、Nrf2 を遊離する。遊離された Nrf2 は小胞体膜
に存在する PERK によってリン酸化を受けて核内へ移行し、ARE と相互作用して抗酸
化遺伝子群の転写を促す。 
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第2章 ヒト cytochrome b561 ファミリー遺伝子のクローニング 
2.1. 要約 
ヒトに存在する 6 種の cytochrome b561 ファミリーの中で、SDR2 を除く 5 つの
遺伝子（hb561、hb561-2、hb561-3、hDcytb、h101f6）について、遺伝子データベ
ースに登録されている遺伝子塩基配列情報をもとに特異的なプライマーを設計した。
（SDR2は他のcytochrome b561グループとは構造的に大きく異なることから今回の
研究対象からは除外した。）ヒト軟骨細胞から作製した cDNA ライブラリーを鋳型と
して、設計した特異的プライマーを用いた PCR 反応により 6 種のヒト cytochrome 
b561遺伝子（hb561-3遺伝子は選択的スプライシングによりhb561-3Sとhb561-3L の
2 種類が存在した）を増幅した。また同時にそれぞれの遺伝子について、それぞれの
C 末部分に他の遺伝子産物との融合型タンパク質の発現系を構築できるようストッ
プコドンを排除した形の遺伝子 DNA となるようにプライマーの設計を行い、これら
を用いた PCR 増幅を行なった。このようにして得た遺伝子 PCR 産物（6x2 = 12 種
類）は TOPO クローニングシステム（インビトロジェン社）を利用して哺乳類発現
ベクターである pcDNA3.1 /V5-His-TOPO ベクター中に導入した。ついで、それぞれ
の遺伝子の塩基配列をシークエンス解析して部分的に確認した。同様の方法で
h101F6 タンパク質との関連が期待される hKeap1 タンパク質の遺伝子についても
stop コドン含む天然型遺伝子 DNA をクローニングした。 
マルチクローニングサイト(MCS)が充実したクローニング用の基本ベクターであ
る pBlueScriptⅡKS(＋)（以下、pBS と略記）に pcDNA3.1 にクローニングした
cytochrome b561遺伝子ファミリ （ーhb561、hb561-2、hb561-3S、hb561-3L、hDcytb）
の天然型遺伝子 DNA をサブクローニングすることで、各遺伝子を用いた解析を行う
際の利便性を向上させた。 
さらにアルコール資化性酵母 Pichia pastoris を用いた発現系の構築のため、
Pichia pastoris ゲノムへの導入用ベクターである pPICZ-B プラスミドに、既にクロ
ーニングが完了している h101F6 遺伝子を除く 5 つの遺伝子（hb561、hb561-2、
hb561-3S、hb561-3L、hDcytb）の天然型遺伝子 DNA を先に構築した
pcDNA3.1/hb561 からサブクローニングした。また構築した pPIZ-B/hb561-3S プラ
スミドを鋳型としてインバース PCR 法（1）によって C 末端に His タグを付加した
pPIZ-B/hb561-3SH を構築した。 
また目的タンパク質の細胞内局在を蛍光タンパク質 EmGFP によって解析するこ
とを目的として、pREST/EmGFP プラスミドを鋳型にして、EmGFP 遺伝子の 5’お
よび3’側にそれぞれリンカー配列遺伝子と制限酵素アダプターを3種類のフレームに
合わせた PCR プライマーを設計した。続いて、pBS プラスミドにサブクローニング
して、6 種類の pBS/EmGFP-linker プラスミドを構築した。 
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以上、5種の cytochrome b561遺伝子ファミリーから 23種類のプラスミド、EmGFP
遺伝子から 6 種類のプラスミド、さらに KeapⅠ遺伝子から 1 種類、pcDNA3.1/empty
（空べクター）を加えた 31 種類のプラスミドを構築した。 
 
2.2. 緒言 
個々のタンパク質の構造や機能を解析するため、何らかの方法で目的のタンパク質
の精製標品を得る必要がある。精製標品を得る方法としては、それらが発現している
生体組織から直接的に目的のタンパク質を精製するか、あるいは遺伝子をクローニン
グして培養が容易な微生物を用いた異種発現系を構築し、タンパク質を大量発現・精
製する方法がある。 
一方、目的とするタンパク質が生体内・細胞内でどのような生理機能を有している
のかを明らかにするためには、発現している組織内、細胞内での局在情報、あるいは
そのタンパク質が直接的･間接的に相互作用する生体分子の特定等の手がかりが必要
となる。解析対象であるタンパク質遺伝子をクローニングすることは、そのタンパク
質の細胞内や個体レベルの生理的役割を解析する上で出発点となる。 
ヒトにおける cytochrome b561ファミリーの細胞内や個体レベルの生理的役割の解
析は未だ不十分である。最もよく解析されている神経系で発現している cytochrome 
b561 (CGcytb)でさえも、細胞や個体レベルでの解析は未開拓領域である。加えて他の
cytochrome b561タンパク質ファミリーメンバーについては、もともと組織内･細胞内
での発現量が少なく、しかも 6 回膜貫通構造を持つ疎水性の膜タンパク質であるため、
生体組織からの単離精製が難しいといった問題点がある。こういったターゲットに対
して、遺伝子 DNA を使ったアプローチの方法は未開拓領域の解析を進める上で非常
に有力なツールとなる。 
本章では、ヒトで発現している 6 種の cytochrome b561ファミリーの中で hSDR-2
遺伝子を除く 5 つの遺伝子と、酸化還元酵素の発現に関連する遺伝子で h101F6 タン
パク質と何らかの関連性が期待される遺伝子として hKeap1 遺伝子（2）、およびコン
トロールとして用いる pcDNA3.1/empty の構築方法について記載した。 
 
2.3. 方法  
2.3.1. PCR 用プライマー設計 
A) ヒト cytochrome b561ファミリー遺伝子および KeapⅠ遺伝子特異的プライマー 
米国生物工学情報センター（NCBI; National Center for Biotechnology 
Information）のデータベース GenBank に登録されたヒト cytochrome b561 ファミ
リー遺伝子(hb561、hb561-2、hb561-3S、hb561-3L、hDcytb)の情報（それぞれにつ
いてのアクセッション No:BC002976、AX136375、AL136693、AF040704、AK096354）
と Keap1 遺伝子の情報（BC002930）を基に、ORF 領域の 5’域および 3’端領域に対
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する特異的プライマーを設計し、Sigma Genosys に合成委託した。なおプライマー
の設計においては、以下の条件を満たす部位をターゲットとして選定した。 
① 配列長：20-30 bp  
② GC 含量：40-60%（翻訳に影響がなければ第 3 塩基の変更を可とした。） 
③ 3’末端：T（チミン）で無い。 
④ 3’端部分：GC リッチでない。 
⑤ 3’端 5 塩基部分の特異性が比較的高い。 
B) 酵母 Pichia pastoris 発現用ベクター（pPICZ-B）作成及びインバース PCR 用 6
×His -タグ導入用プライマーの設計 
アルコール資化性酵母 Pichia pastoris を利用した発現系の構築のため、pPICZ-B
ベクターに組み込んだ各遺伝子のC末端直後に6×His タグ遺伝子を付加させるため
に、6×His 遺伝子配列の直後にストップコドン配列と pPICZ-B 部分配列を有するセ
ンスプライマーを設計した。 
C) EmGFP 融合用プライマー 
GFP 蛍光タンパク質（3）の改変型である EmGFP 蛍光タンパク質を融合させる
際に適当なリンカー配列を付加する必要がある。このために、蛍光タンパク質
EmGFPの遺伝子の 3’と 5’端部分の特異的配列にリンカー部分を付加したプライマー
をそれぞれ 1 本ずつ設計した。またそのリンカー部分と相同部分を有する 3 種のプラ
イマーを設計し、それぞれの 5’端部分に制限酵素認識配列を有するアダプター部分を
付加した。 
 
2.3.2. ヒト cytochrome b561ファミリー遺伝子の PCR による増幅 
ヒト cytochrome b561ファミリー遺伝子および KeapⅠ遺伝子特異的プライマーを
使ってヒト軟骨組織由来 cDNA（NHAC-kn-正常ヒト関節軟骨細胞（膝）（ロンザ社
製））を鋳型にして PCR 反応を行なった（以下、使用した試薬および機器については
すべて付録にまとめて記載した）。PCR 酵素としては、KOD polymerase（4）の改
良型 High fidelity polymerase である KOD-Plus- polymerase（TOYOBO）を使用
した。PCR 酵素付属の取扱説明書に従って反応溶液を調製し、C1000 Touch サーマ
ルサイクラー（BioRad 社製）を使って PCR 反応を行なった。PCR 条件は PCR 酵素
付属の取扱説明書に従っておこなった。 
PCR 産物について 1%アガロース電気泳動による解析を行い、目的サイズのシン
グルバンドの PCR 産物が得られていることを確認した。 
 
2.3.3. TOPO TA システムによる哺乳類細胞発現ベクタ （ーpcDNA3.1）へのクローニング 
High fidelity polymerase である KOD-Plus-polymerase によって得られる PCR
産物は 3’-5’エキソヌクレアーゼ活性が高いため、PCR 産物の 3’、 5’末端はいずれも
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平滑末端となってしまう。そこで 2.4.2.において得られた PCR 産物を QIAquick PCR 
Purification Kit（キアゲン社）で精製し、Ex Taq polymerase（タカラ社）を使って
伸長反応を行うことで、末端に A 付加を行なった。A 付加反応物は精製せずにそのま
ま pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit の取扱説明書に従って
TOPO®Cloning Reaction and Transformation を行い、Ampicillin 選択 LB 培地を使
用することによりシングルコロニーを得た。 
得られたシングルコロニーについては、GoTaq® Green Master Mix（プロメガ社
製）を用いてベクター側とインサート側のプライマーセットを用いることによるコロ
ニーダイレクト PCR（4）を行なった。PCR 産物をアガロースゲル電気泳動にかけ、
PCR 産物のサイズを確認した。これにより、目的のインサート DNA が導入されてい
ることを確認した。 
またコロニーダイレクト PCR による確認で合格としたコロニークローンは、5 mL
スケールで 13-16 時間、Ampicillin 選択 LB 液体培地にて培養増殖し、Wizard®Plus 
SV Minipreps DNA Purification System（プロメガ社）を用いてプラスド精製を行
なった。得られた精製プラスミドを鋳型として、T7 プライマーと BGH reverse プラ
イマーを用いてシークエンス解析を行ない、データベース上の公開配列と比較した
（図 2-1, 2-2, 2-5, 2-6, 2-7, 2-8）。 
 
2.3.4. 基本ベクター（pBS）へのサブクローニング 
2.4.3.で得られたコロニークローンのうち、ストップコドンを含んだ天然型につい
ては、以下のような手法で pBS ベクター中にサブクローンした（図 2-11）。 
A) DNA インサートの調製 
得られた 5 種のプラスミド pcDNA3.1/hb561s （天然型）の中で
pcDNA3.1/hb561-3S （天然型）については HindⅢ、その他（pcDNA3.1/hb561、
hb561-2、hb561-3L、hDcytb）については KpnⅠを使ってシングルダイジェストし
た。さらにそれらを QIAquick PCR Purification Kit で精製した後、PrimeStar GXL 
DNA polymerase（TAKARA）による伸長反応を利用して両端を平滑化した。
QIAquick PCR Purification Kit で精製した DNA 直鎖に対して XhoⅠ/XbaⅠでダブ
ルダイジェストし、さらに同様の Kit で精製した。 
B) pBS ベクターの調製 
精製した pBS ベクターを HindⅢでシングルカットして QIAquick PCR 
Purification Kit で精製した。さらに EcoRⅠ/ XhoⅠによるダブルカットを行って、
同様に Kit で精製した。 
C) ライゲーションとコロニー形成 
調製した DNA インサートおよび pBS ベクターを電気泳動で解析し、所定のサイ
ズであること及び DNA 濃度であることを確認し、ベクター：インサートのモル比が
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5~10：1 程度となるように混ぜ合わせた。ついで、等量の 2×Ligation Mix（日本ジ
ーン社製）を加えて室温で 5 分間反応させた。氷上で融解したコンピテントセルに添
加後、42℃、1 分間のヒートショックにより形質転換を行い、氷上において急冷した。
SOC 培地を加え 37℃のプレカルチャーを 1 時間行ない、Ampicillin 入り LB 寒天培
地に 16 時間培養してシングルコロニーを取得した。  
D) プラスミドの取得とインサートの確認 
得られたシングルコロニーを 5 mL スケールで 13-16 時間、Ampicillin 入り LB
液体培地にて培養増殖し、Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System（プ
ロメガ社）を用いてプラスミド精製を行なった。精製サンプルの一部を PstⅠ/ Xho
Ⅰでカットして、1%アガロースゲル電気泳動によりインサートが挿入されているこ
とを確認した。 
 
2.3.5. 酵母 Pichia pastoris 発現系用ベクター（pPICZ-B）へのサブクローニング 
A) インサートの調製 
2.4.4. A)で調製したインサートを使用した（図 2.14）。 
B) ベクターの調製 
pPICZ-B プラスミドを EcoRⅠでシングルカットし、QIAquick PCR Purification 
Kit で精製した後、PrimeStar GXL polymerase による伸長反応を利用して平滑化し
た。同じ Kit で精製した DNA 直鎖に対して KpnⅠでシングルカットし、同じ Kit
で精製した。さらに XhoⅠでシングルカットし、同様に Kit で精製した。 
C) ライゲーションとコロニー形成 
2.4.4. C)の操作と同様に SOC によるプレカルチャーを 1 時間行ない、Zeocin 入
り LB 寒天培地に 16 時間培養してシングルコロニーを取得した。 
D) インサートの確認とプラスミドの取得 
得られたシングルコロニーを 5 mL スケールで 13-16 時間、Zeocin 入り LB 液体
培地にて培養増殖し、Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System（プロ
メガ社）を用いてプラスミド精製を行なった。精製プラスミドサンプルの一部を
BamHⅠ/ XhoⅠでカットして、1%アガロースゲル電気泳動によりインサートのサイ
ズが予定のサイズであることを確認した。 
 
2.3.6. インバース PCR 法による pPICZ-B/CYB561D1-His6 の構築 
構築した pPICZ-B/ CYB561D1 プラスミドを鋳型に、設計したインバース PCR
用センスプライマーと遺伝子の ORF 3’末端部分のストップコドンを含まないアンチ
センスプライマーを使用して、PrimeStar GXL polymerase による PCR 反応を行な
った。これにより、pPICZ-B/ CYB561D1-His6 プラスミド全体が増幅されることに
なる。得られた PCR 産物を QIAquick PCR Purification Kit で精製した後、DpnⅠ
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で処理する事によって、PCR 産物中に残っている鋳型の pPICZ-B/ CYB561D1 を消
化分解した。ついで、QIAquick PCR Purification Kit で精製した。続いて T4 
Polynucleotide Kinase により、5’末端にリン酸を付加し、2.4.5 の C)D) と同様の方
法でコロニーを選択してプラスミドを取得した。  
 
2.3.7. EmGFP 遺伝子の pBS 基本ベクターへのサブクローニング 
A) インサートの調製 
pREST/EmGFP プラスミドを鋳型として、特異的配列にリンカー部分を付加し
たプライマーと EmGFP 特異的プライマーによる 1st PCR を行い、ついで、得られ
た PCR 産物を鋳型として、リンカー部分と相同部分を有する 3 種✕2（センス及びア
ンチセンス）のプライマーと EmGFP 特異的プライマーで 2nd PCR を行なった。
QIAquick PCR Purification Kit で精製した後、DpnⅠ処理を行なって鋳型 DNA を
消化分解し、同 Kit で精製した。そして、アダプター配列の制限酵素（EmGFP-リン
カー型には BamHⅠ/EcoRⅠ、リンカー-EmGFP 型には HindⅢ/XhoⅠ）で処理し、
同様に Kit で精製した 
B) ベクターの調製 
EmGFP-リンカー型用ベクターとして精製した pBS ベクターを PstⅠ/EcoRⅠで
ダブルダイジェストして QIAquick PCR Purification Kit で精製した。さらに BamH
Ⅰによるシングルダイジェストを行い、同様に Kit で精製した。 
リンカー-EmGFP 型用ベクターとしては、同じく精製 pBS ベクターを HindⅢ/ 
XhoⅠによるダブルダイジェストを行い、同様に Kit で精製した。さらにセルフライ
ゲーション反応を抑制する目的で、Alkaline Phosphatase（Calf intestine）で脱リ
ン酸化処理し、同様に Kit で精製した。 
C) ライゲーションとコロニー形成およびインサートの確認とプラスミドの取得 
2.4.4. C)および D)と同様に行なった。 
 
2.3.8. pcDNA3.1/empty の作製  
pcDNA3.1/hb561-2 （天然型）を BamHⅠ/XhoⅠ/EcoRⅤでトリプルダイジェス
トして QIAquick PCR Purification Kit で精製し、ついで PrimeStar GXL 
polymerase による伸長反応を利用して平滑化した。その後、ライゲーション、コロ
ニー形成、プラスミドの確認までを 2.4.4. C)および D)と同様の操作で行なった。確
認には HindⅢ/XbaⅠで処理した後、1%アガロースゲル電気泳動によりインサートの
サイズが予定のサイズであることを確認した。 
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2.4. 結果 
2.4.1. プライマー 
A) ヒト cytochrome b561ファミリー遺伝子および KeapⅠ遺伝子特異的プライマー 
開始コドン領域にセンスプライマーを 1 本、ストップコドン領域にストップコド
ンを含むプライマーとストップコドンを含まないプライマーを 1 本設計し合成した。
さらに、発現量を確認するために RT-PCR 用として ORF 内上流にセンスプライマー
を一本とアンチセンスプライマーを１本の合計 5 本を各遺伝子に対して設計し、
SigmaGenosys に合成委託した。設計したプライマーの遺伝子上の部位と配列情報は、
図 2-1、2-2、2-5、2-6、2-7、2-8 に示した。 
B) 酵母発現ベクター（pPICZ-B）、インバース PCR 用 His タグプライマー 
6×His 遺伝子にストップコドン配列と pPICZ-B 部分配列を有するセンスプライ
マーを設計し、SigmaGenosys に合成委託した。設計したプライマーの遺伝子上の部
位と配列情報は、図 2-14 に示した。  
C) EmGFP 融合用プライマー 
蛍光タンパク質遺伝子の 3’と 5’端部分について、特異的配列にリンカー部分を付
加したプライマーをそれぞれ 1 本ずつ設計した。またそのリンカー部分と相同部分を
有する 3 種のプライマーを設計し、それぞれの 5’端部分に制限酵素認識配列を有する
アダプター部分を付加した。合計 10 本を設計し、SigmaGenosys に合成委託した。
設計したプライマーの遺伝子上の部位と配列情報は、図 2-9 と 2-10 に示した。 
 
2.4.2. ヒト cytochrome b561遺伝子ファミリーおよび KeapⅠ遺伝子の PCR による増幅 
ヒト cytochrome b561タンパク質ファミリーの各遺伝子の発現は臓器特異的である
可能性がある。そのため、2 種類のヒト由来 cDNA（正常ヒト膝軟骨細胞および肝臓）
を鋳型に RT-PCR 用に設計したプライマーによる PCR 産物の増幅の有無を確認して、
どちらの鋳型を使用すべきかを決めた。結果、肝臓細胞由来では今回の条件では一部
の検出できない遺伝子があったが、膝軟骨細胞由来の cDNA において全ての
cytochrome b561ファミリー遺伝子およびKeapⅠ遺伝子の存在を確認することができ
た。したがって、本研究では膝軟骨細胞の cDNA を鋳型にして当初設計したプライマ
ーを使用して ORF 全長を含む cytochrome b561ファミリー遺伝子および KeapⅠ遺伝
子増幅を確認することにした。 
PCR 解析の結果、E グループに属する h101F6、A グループに属する hb561、
hb561-2、hDcytb の 4 遺伝子については、シングルバンドで目的サイズの PCR 産物
が検出された。しかし、E グループに属する hb561-3 遺伝子については、目的サイズ
付近に 2 本のバンドが検出された。そこでサイズが小さい方を hb561-3S 遺伝子とし、
サイズが大きい方を hb561-3L 遺伝子として区別することにした。またストップコド
ンを含まないプライマーを用いた PCR においても同様の結果となった。 
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またhKeap1遺伝子についてはストップコドンを含むPCR 産物の増幅のみの確認
(目的サイズの PCR 産物が得られるかどうかの確認)を行った。 
以上、6 遺伝子 13 種類の PCR 産物の合成を行った。 
 
2.4.3. TOPO TA システムによる哺乳類発現ベクター（pcDNA3.1）へのクローニング 
増幅した 6 遺伝子 13 種類の PCR 産物の末端それぞれに A 付加を行なって TOPO 
TA システムを使った哺乳類発現ベクター（pcDNA3.1）へのクローニングを行なっ
た。特に、hb561-3 遺伝子については、hb561-3S 遺伝子と hb561-3L 遺伝子の 2 種
類の PCR 産物が得られたので、それら 2 種をそのままクローニングした。さらに得
られた遺伝子を異なったベクター中に挿入したので複数のプラスミドを精製し、制限
酵素による解析によって確かに特定部位に挿入されていることを確認した。結果とし
て、6 遺伝子 13 種類全ての PCR 産物をクローニングすることができた。 
クローニングした各遺伝子の内、hKeap1 遺伝子を除いたクローンについてシーク
エンス反応による塩基配列解析を行った。その結果、hb561 の融合型（stop コドン
除去型）を除く 5 遺伝子 11 種類については目的の塩基配列を持っていることが確認
できた（図 2-1、 2-2、2-5、2-6、2-7）。残念ながら hb561 融合型遺伝子と思ってい
たクローンは、hb561 天然型遺伝子と同一のシークエンス配列であった。 
塩基配列解析の結果、プライマー設計で利用したデータベース上に公開されてい
る塩基配列とすべての遺伝子配列が全く同じでは無い事がわかった。 
A グループに属する hb561 遺伝子は開始コドンから 6 番目のアミノ酸をコードす
る TCG(Ser)（BC002976）が GCG(Ala)であった。しかし、同じ A グループに属す
る hb561-2 遺伝子はプライマー設計で利用した AX136375 の塩基配列と全く同じで
あった。さらに、同じ A グループに属する hDcytb 遺伝子は CGG(Arg7)（AL136693）
が TGG(Trp7)であった。 
E グループに属する h101F6 遺伝子はプライマー設計で利用した AF040704 と全
く同じ塩基配列であった。また同じ E グループに属する hb561-3 遺伝子については、
hb561-3S 遺伝子がプライマー設計で利用した AK096354 と全く同一の塩基配列であ
った。一方、hb561-3L 遺伝子については hb561-3S の開始コドンから数えて 148 番
目の A と 149 番目の G との間に 104 bp の塩基配列の挿入が確認された。この結果、
hb561-3S 遺伝子と同じ開始コドンから翻訳される場合、途中から別の塩基配列の挿
入が起こる結果、翻訳過程でのフレームシフトが起こり、ストップコドンが続くこと
になる（図 2-2, 2-3, 2-4）。 
 
2.4.4. 基本ベクター（pBS）へのサブクローニング 
方法に記載したとおり、5 種の pcDNA3.1/hb561s プラスミドから pBS ベクター
中へ、天然型である 5 遺伝子 6 種類をサブクローニングした。その後、制限酵素処理
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とアガロースゲル電気泳動による解析で目的サイズのインサートが挿入されている
ことを確認した。 
 
2.4.5. 酵母 Pichia pastoris 発現系ベクター（pPICZ-B）へのサブクローニング 
方法に記載したとおり、pcDNA3.1/hb561s プラスミドから pPICZ-B ベクターへ、
既に当研究室においてクローニングされていた h101F6 遺伝子を除く Native 型であ
る 4 遺伝子 5 種類をサブクローニングし、制限酵素処理とアガロースゲル電気泳動に
よる解析で目的サイズのインサートが挿入されていることを確認した。その内、
pPICZ-B/hb561-3S（天然型）プラスミドについては、さらにそれを鋳型として、6
×His-tag 配列遺伝子を C 末側に結合した pPICZ-B/hb561-3SH プラスミドをインバ
ース PCR で全長合成した。Zeocin 添加によるコロニーセレクションを行い、シーク
エンス反応による塩基配列解析で目的とする配列が得られていることを確認した（図
2-12）。 
 
2.4.6. EmGFP 遺伝子の基本ベクターへのサブクローニング 
方法に記載したとおり、pREST/EmGFP プラスミドを鋳型にして 2 段階の PCR
により N 末側と C 末側にリンカー遺伝子を付加したインサートを調製し、pBS ベク
ターの HindⅢ/ XhoⅠおよび BamHⅠ/EcoRⅠサイトに挿入した。これにより
EmGFP-リンカー型に MCS を有する pBS/EmGFP-(G4S)3（+0, 1, 2）の 3 種、およ
びリンカー-EmGFP 型に MCS を有する pBS/ (G4S)3-EmGFP（+0, 1, 2）の 3 種の
合計 6 種のリンカー配列（(G4S)3）（5）を有するプラスミドを構築した。 
また pBS/EmGFP-(G4S)3（+0）および pBS/(G4S)3-EmGFP（+0）についてはシ
ークエンス反応による塩基配列確認を完了した。 
2.4.7. pcDNA3.1/empty の構築 
    方法に記載したとおり構築した。 
 
2.5. 考察 
2.5.1. hb561-3 遺伝子の選択的スプライスングについて 
シークエンス解析の結果、hb561-3S 遺伝子はプライマー設計で利用した
AK096354 と全く同一の塩基配列であったが、hb561-3L 遺伝子は開始コドンから数
えて 148 番目のアデニンと 149 番目のグアニンとの間に 104 bp の塩基配列の挿入
されていた。この結果、第一開始コドンから翻訳される ORF は cytochrome b561フ
ァミリータンパク質に共通して保存されているヘムに配位するヒスチジン残基が一
つとして存在しないタンパク質をコードしていることになる。また第 2 開始コドンか
ら翻訳される ORF についても、第一及び第二ヘリックス領域に対応するアミノ酸領
域は存在せず、従って、小胞内側のヘム配位性ヒスチジン残基も存在していなかった。
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したがって、これら 2 つの ORF はいずれもタンパク質としては機能していないと考
えられた（図 2-3）。 
さらに b561-3L 遺伝子のシークエンス塩基配列結果について、相同検索
（GenBank_Blast）を行なった結果、BX647509 の ORF 部分と 3 塩基のみ異なり、
その内の 1 塩基についてはアミノ酸残基が異なるものであったが、他の研究グループ
から既に報告がある塩基配列と類似していた（図 2-4）。以上のことから、天然に存在
する選択的スプライスング(alternative splicing)であることはほぼ間違いないと考え
られるが、どのような役割を担っているかについては不明のままである。 
 
2.5.2. データベースとのシークエンス配列比較 
ヒト膝軟骨細胞の cDNA からクローニングした b561 ファミリーの遺伝子の中に
は、プライマー設計の段階で利用した GenBank に登録された遺伝子配列と一部異な
る配列があった。以下、その結果について考察した。 
A グループに属する hb561 遺伝子は開始コドンから 6 番目のアミノ酸をコードす
る TCG(Ser)（BC002976）が GCG(Ala)であった。このようなバリエーションはデー
タベース上で少なくとも 11 個の報告を確認することできた（U29460、U06715、
BT007096、BC091485、BC000021、AK301541、AK294630、AK294403、AK095244、 
AC113554、AC005828）。反対に、6 番目のアミノ酸をコードする配列が TCG(Ser)
であったのは BC002976 のみであった。問題の個所は非常に GC リッチであり、シー
クエンス解析が場合によっては難しく、研究の目的がこの遺伝子に特化したものでは
なかった（6）ことから、人為的な読み間違えかもしくは個人差に由来する単なる DNA
の多型現象(polymorphism)であった可能性が考えられる。すなわち今回クローニング
した hb561 遺伝子はメジャーなものであり、目的の遺伝子をクローニングすること
ができたと考えられる。 
また同じ A グループに属する hDcytb 遺伝子でも 7 番目のアミノ酸をコードする
CGG(Arg7)（AL136693）が TGG(Trp7)であった。このようなバリエーションはデー
タベース上で少なくとも 9 個の報告を確認することできた（BC047710、BC014045、
BC004391、AP003108、AK297084、AK297063、AK225754、AK075559、AK056751）。
また反対に、7 番目のアミノ酸をコードする CGG(Arg7)であったのは AL136693 の
みであった。hb561 遺伝子の時と同様に、問題の個所は非常に GC リッチであり、シ
ークエンス解析が場合によっては難しく、今回の場合も参考にしたデータに人為的な
読み間違えかもしくは個人差に由来する単なる DNA の多型現象(polymorphism)で
あった可能性が考えられる。すなわち今回クローニングした hDcytb 遺伝子はメジャ
ーなものであり、目的の遺伝子をクローニングすることができたと考えられる。 
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080916 G01 CCCTTATTATGGCCCTTTCTGCGGAGACCGAGTCACACATCTACCGAGCT 
^080916 F01/02 CCCTTATTATGGCCCTTTCTGCGGAGACCGAGTCACACATCTACCGAGCT 
AF040704 (TSFhuman[h101F6] GroupE)  tgcggcagaggcaggctacaaccactagcacggctgacgatggccctttctgcggagaccgagtcacacatctaccgagct 
                                                                            attatggccctttctgcggaga 
M  A  L  S  A  E  T  E  S  H  I  Y  R  A 
CTGCGTACTGCTTCTGGCGCTGCCGCCCACCTTGTGGCCCTGGGCTTTACCATCTTTGTGGCTGTGCTTGCCAGGCCTGGCTCCAGCCTGTTCTCCTGGCACCCGGTGCTTATGTCTTTG 
CTGCGTACTGCTTCTGGCGCTGCCGCCCACCTTGTGGCCCTGGGCTTTACCATCTTTGTGGCTGTGCTTGCCAGGCCTGGCTCCAGCCTGTTCTCCTGGCACCCGGTGCTTATGTCTTTG 
ctgcgtactgcttctggcgctgccgcccaccttgtggccctgggctttaccatctttgtggctgtgcttgccaggcctggctccagcctgttctcctggcacccggtgcttatgtctttg 
acccggtgcttatgtctttg         
L  R  T  A  S  G  A  A  A  H  L  V  A  L  G  F  T  I  F  V  A  V  L  A  R  P  G  S  S  L  F  S  W  H  P  V  L  M  S  L  
GCTTTCTCCTTCCTGATGACCGAGGCACTACTGGTGTTTTCTCCTGAGAGTTCGCTGCTGCACTCCCTCTCACGGAAAGGCCGAGCACGCTGCCACTGGGTGCTGCAGCTGCTGGCCCTG 
GCTTTCTCCTTCCTGATGACCGAGGCACTACTGGTGTTTTCTCCTGAGAGTTCGCTGCTGCACTCCCTCTCACGGAAAGGCCGAGCACGCTGCCACTGGGTGCTGCAGCTGCTGGCCCTG 
gctttctccttcctgatgaccgaggcactactggtgttttctcctgagagttcgctgctgcactccctctcacggaaaggccgagcacgctgccactgggtgctgcagctgctggccctg 
A  F  S  F  L  M  T  E  A  L  L  V  F  S  P  E  S  S  L  L  H  S  L  S  R  K  G  R  A  R  C  H  W  V  L  Q  L  L  A  L  
CTGTGTGCACTGCTGGGCCTCGGCCTTGTCATCCTCCACAAAGAGCAGCTTGGCAAAGCCCACCTGGTTACGCGGCATGGGCAGGCAGGGCTGCTGGCTGTGCTGTGGGCAGGGCTGCAG 
CTGTGTGCACTGCTGGGCCTCGGCCTTGTCATCCTCCACAAAGAGCAGCTTGGCAAAGCCCACCTGGTTACGCGGCATGGGCAGGCAGGGCTGCTGGCTGTGCTGTGGGCAGGGCTGCAG 
CtgtgtgcactgctgggcctcggccttgtcatcctccacaaagagcagcttggcaaagccCacctggttacgcggcatgggcaggcagggctgctggctgtgctgtgggcagggctgcag 
tcctccacaaagagcagctt 
AAGCTGCTCTTTGTGGAGGA 
L  C  A  L  L  G  L  G  L  V  I  L  H  K  E  Q  L  G  K  A  H  L  V  T  R  H  G  Q  A  G  L  L  A  V  L  W  A  G  L  Q 
TGCTCAGGTGGGGTGGGGCTGCTCTACCCCAAGCTGCTGCCCCGATGGCCCCTGGCGAAGCTCAAGCTATACCATGCTACTTCTGGGCTGGTGGGCTACCTGCTGGGTAGTGCCAGCCTC 
TGCTCAAGTGGGGTGGGGCTGCTCTACCCCAAGCTGCTGCCCCGATGGCCCCTGGCGAAGCTCAAGCTATACCATGCTACTTCTGGGCTGGTGGGCTACCTGCTGGGTAGTGCCAGCCTC 
tgctcaggtggggtggggctgctctaccccaagctgctgccccgatggcccctggcgaagctcaagctataccatgctacttctgggctggtgggctacctgctgggtagtgccagcctc 
C  S  G  G  V  G  L  L  Y  P  K  L  L  P  R  W  P  L  A  K  L  K  L  Y  H  A  T  S  G  L  V  G  Y  L  L  G  S  A  S  L   
TTGCTGGGCATGTGCTCACTCTGGTTCACTGCCTCTGTCACTGGTGCAGCCTGGTACCTGGCTGTATTATGCCCTGTCCTCACCAGCTTGGTCATTATGAACCAGGTGAGCAATGCCTAC 
TTGCTGGGCATGTGCTCACTCTGGTTCACTGCCTCTGTCACTGGTGCAGNCTGGTACCTGGNTGTATTATGCCCTGTCCTCACCAGCTTGGTCATTATGAACCAGGTGAGCAATGCCTAC 
ttgctgggcatgtgctcactctggttcactgcctctgtcactggtgcagcctggtacctggctgtattatgccctgtcctcaccagcttggtcattatgaaccaggtgagcaatgcctac 
L  L  G  M  C  S  L  W  F  T  A  S  V  T  G  A  A  W  Y  L  A  V  L  C  P  V  L  T  S  L  V  I  M  N  Q  V  S  N  A  Y  
CTATACCGCAAGAGGATCCAACCAAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAAGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGT 
CTATACCGCAAGAGGATCCAACCATGAGCAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCC 
Ctataccgcaagaggatccaaccatgagctcttcccagcctaggggaagcctggatttgcccctccatgtaggagctgggcctagggacctgttgaactctctcagctgagtcaggggac 
        caagaggatccaaccatgagc  
gctcatggttggatcctcttg 
 
taccgcaagaggatccaacca 
tggttggatcctcttgcggta 
L  Y  R  K  R  I  Q  P  *   
 
 
図 2-1  h101F6 遺伝子上のプライマー位置とシークエンス解析結果 
矢印で設計したプライマーの位置と配列を示した。極端に GC 含量が高い場合は、アミノ酸配
列を変更しない範囲でプライマー設計による塩基置換を行なった。小文字はデータベースに登録
されていた遺伝子の配列で開始コドンとストップコドンは赤字で示した。大文字塩基配列はクロ
ーニングした遺伝子のシークエンス解析結果である。またデータベースの塩基配列に相当する翻
訳後のアミノ酸配列を一文字表記で示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
h101F6 S1 
h101F6 A1N 
h101F6 A1F 
h101F6 RTS1 
h101F6 RTA1 
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    081026-6,12 FL GTTATGCAACCCCTGGAGGTAGGTCTGGTTCCCGCTCCAGCTGGGGAGCCGAGACTGACCCGCTGGCTGCGGAGAGGCAGTGGG                
                      081026-5,11 NL GTTATGCAACCCCTGGAGGTAGGTCTGGTTCCCGCTCCAGCTGGGGAGCCGAGACTGACCCGCTGGCTGCGGAGAGGCAGTGGG 
            081026-4 FS  GTTATGCAACCCCTGGAGGTAGGTCTGGTTCCCGCTCCAGCTGGGGAGCCGAGACTGACCCGCTGGCTGCGGAGAGGCAGTGGG 
^081026-9 & 081109 NS    GTTATGCAACCCCTGGAGGTAGGTCTGGTTCCCGCTCCAGCTGGGGAGCCGAGACTGACCCGCTGGCTGCGGAGAGGCAGTGGG 
AK096354 (b561human3 GroupE)   cggccatgcagcccctggaggtaggtctggttcccgctccagctggggagccgagactgacccgctggctgcggagaggcagtggg 
                                    gttatgcaacccctggaggta 
                                      
M  Q  P  L  E  V  G  L  V  P  A  P  A  G  E  P  R  L  T  R  W  L  R  R  G  S  G 
ATCTTGGCGCACCTGGTAGCTTTGGGCTTCACCATCTTTCTGACAGCGCTGTCCCGGCCAGGAACCAGTCTTTTCTCCTGGCACCCTGTATTCATGGCCTTGGCGTTCTACCTCTGCATG 
ATCTTGGCGCACCTGGTAGCTTTGGGCTTCACCATCTTTCTGACAGCGCTGTCCCGGCCAGGAACCAGTCTTTTCTCCTGGCACCCTGTATTCATGGCCTTGGCGTTCTGCCTCTGCATG 
ATCTTGGCGCACCTGGTAGCTTTGGGCTTCACCATCTTTCTGACAGCGCTGTCCCGGCCAGGAACCAGTCTTTTCTCCTGGCACCCTGTATTCATGGCCTTGGCGTTCTGCCTCTGCATG 
ATCTTGGCGCACCTGGTAGCTTNGGGCTTCACCATCTTTCTGACAGCGCTGTCCCNGGCCAGGAACCAGTCTTTTCTCCTGGCACCCTGTATTCATGGCCTTGGCGTTCTGCCTCTGCATG 
atcttggcgcacctggtagctttgggcttcaccatctttctgacagcgctgtcccggccaggaaccagtcttttctcctggcaccctgtattcatggccttggcgttctgcctctgcatg 
I  L  A  H  L  V  A  L  G  F  T  I  F  L  T  A  L  S  R  P  G  T  S  L  F  S  W  H  P  V  F  M  A  L  A  F  C  L  C  M  
GCTGAAGCCATCCTACTCTTCTCACCTGAACACTCCCTGTTCTTCTTCTGCTCCCGAAAAGCACGGATCCGGCTCCACTGGGCAGGGCAGACCCTAGCCATCCTCTGTGCAGCTCTGGGC 
GCTGAAGCCATCCTACTCTTCTCACCTGAACACTCCCTGTTCTTCTTCTGCTCCCGAAAAGCACGGATCCGGCTCCACTGGGCAGGGCAGACCCTAGCCATCCTCTGTGCAGCTCTGGGC 
GCTGAAGCCATCCTACTCTTCTCACCTGAACACTCCCTGTTCTTCTTCTGCTCCCGAAAAGCACGGATCCGGCTCCACTGGGCAGGGCAGACCCTAGCCATCCTCTGTGCAGCTCTGGGC 
GCTGAAGCCATCCTACTCTTCTCACCTGAACACTCCCTGTTCTTCTTCTGCTCCCGAAAAGCACGGATCCGGCTCCACTGGGCAGGGCAGACCCTAGCCATCCTCTGTGCAGCTCTGGGC 
GctgaagccatcctactcttctcacctgaacactccctgttcttcttctgctcccgaaaaGcacggatccggctccactgggcagggcagaccctagccatcctctgtgcagctctgggc 
A  E  A  I  L  L  F  S  P  E  H  S  L  F  F  F  C  S  R  K  A  R  I  R  L  H  W  A  G  Q  T  L  A  I  L  C  A  A  L  G  
CTGGGCTTCATCATCTCCAGCAGGACCCGCAGTGAGCTGCCTCATCTGGTGTCCTGGCACAGCTGGGTGGGAGCCCTGACACTGCTGGCCACTGCTGTCCAGGCACTGTGTGGGCTCTGC 
CTGGGCTTCATCATCTCCAGCAGGACCCGCAGTGAGCTGCCTCATCTGGTGTCCTGGCACAGCTGGGTGGGAGCCCTGACACTGCTGGCCACTGCTGTCCAGGCACTGTGTGGGCTCTGC 
CTGGGCTTCATCATCTCCAGCAGGACCCGCAGTGAGCTGCCTCATCTGGTGTCCTGGCACAGCTGGGTGGGAGCCCTGACACTGCTGGCCACTGCTGTCCAGGCACTGTGTGGGCTCTGC 
CTGGGCTTCATCATCTCCAGCAGGACCCGCAGTGAGCTGCCTCATCTGGTGTCCTGGCACAGCTGGGTGGGAGCCCTGACACTGCTGGCCACTGCTGTCCAGGCACTGTGTGGGCTCTGC 
ctgggcttcatcatctccagcaggacccgcagtgagctgcctcatctggtgtcctggcacagctgggtgggagccctgacactgctggccactgctgtccaggcactgtgtgggctctgc 
GAGCTGCCTCATCTGGTGTC 
L  G  F  I  I  S  S  R  T  R  S  E  L  P  H  L  V  S  W  H  S  W  V  G  A  L  T  L  L  A  T  A  V  Q  A  L  C  G  L  C   
CTCCTTTGTCCCCGGGCAGCCAGGGTCTCAAGGGTGGCTCGCCTCAAGCTCTACCATCTGACATGTGGACTGGTGGTCTACCTGATGGCTACAGTAACGGTGCTTCTGGGCATGTACTCA 
CTCCTTTGTCCCCGGGCAGCCAGGGTCTCAAGGGTGGCTCGCCTCAAGCTCTACCATCTGACATGTGGACTGGTGGTCTACCTGATGGCTACAGTAACGGTGCTTCTGGGCATGTACTCA 
CTCCTTTGTCCCCGGGCAGCCAGGGTCTCAAGGGTGGCTCGCCTCAAGCTCTACCATCTGACATGTGGACTGGTGGTCTACCTGATGGCTACAGTAACGGTGCTTCTGGGCATGTACTCA 
CTCCTTTGTCCCCGGGCAGCCAGGGTCTCAAGGGTGGCTCGCCTCAAGCTCTACCATCTGACATGTGGACTGGTGGTCTACCTGATGGCTACAGTAACGGTGCTTCTGGGCATGTACTCA 
ctcctttgtccccgggcagccagggtctcaagggtggctcgcctcaagctctaccatctgacatgtggactggtggtctacctgatggctacagtaacggtgcttctgggcatgtactca 
tgcttctgggcatgtactca        
TGAGTACATGCCCAGAAGCA        
L  L  C  P  R  A  A  R  V  S  R  V  A  R  L  K  L  Y  H  L  T  C  G  L  V  V  Y  L  M  A  T  V  T  V  L  L  G  M  Y  S   
GTATGGTTCCAGGCCCAGATCAAAGGTGCGGCCTGGTACCTGTGCCTGGCACTGCCCGTCTATCCAGCCCTGGTGATCATGCACCAGATTTCCAGATCCTACTTGCCGAGGAAGAAAATG 
GTATGGTTCCAGGCCCAGATCAAAGGTGCGGCCTGGTACCTGTGCCTGGCACTGCCCGTCTATCCAGCCCTGGTGATCATGCACCAGATTTCCAGATCCTACTTGCCGAGGAAGAAAATG 
GTATGGTTCCAGGCCCAGATCAAAGGTGCGGCCTGGTACCTGTGCCTGGCACTGCCCGTCTATCCAGCCCTGGTGATCATGCACCAGATTTCCAGATCCTACTTGCCGAGGAAGAAAATG 
GTATGGTTCCAGGCCCAGATCAAAGGTGCGGCCTGGTACCTGTGCCTGGCACTGCCCGTCTATCCAGCCCTGGTGATCATGCACCAGATTTCCAGATCCTACTTGCCGAGGAAGAAAATG 
gtatggttccaggcccagatcaaaggtgcggcctggtacctgtgcctggcactgcccgtcTatccagccctggtgatcatgcaccagatttccagatcctacttgccgaggaagaaaatg 
cttgccgaggaagaaaatg 
ggaagaaaatg 
V  W  F  Q  A  Q  I  K  G  A  A  W  Y  L  C  L  A  L  P  V  Y  P  A  L  V  I  M  H  Q  I  S  R  S  Y  L  P  R  K  K  M   
AATGAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTG 
GAAATGTGAGTTCCAAGGGCAATT 
GAAATGAAGGGCAA 
GAAATGTGAGTTCCAAGGGCAATT 
Gaaatgtgagttcctgcgaacgctgaatctaggtgggacgcttgccttgaacatcatggttcctttggtgatctataagggatctatttaagaagtggtcaggttttcgcacttcttggc 
Gaaatg   catttCcattttcttcctcggcaag 
Gaaatgtgagttcc    ggaactcacatttCcattttcttcc  
E  M  * 
※挿入配列 
AAAACAGGTCCCCTGATGGAGGATAGAAGTGAAGGAGGCCGGGCGCGGTGGGTCATGCCTGAAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGACGCGGGTGGATCACTTGAGG 
図 2-2 hb561-3 遺伝子上のプライマー位置とシークエンス解析結果 
矢印で設計したプライマーの位置と配列を示した。極端に GC 含量が高い場合は、アミノ酸
配列を変更しない範囲でプライマー設計による塩基置換を行なった。小文字はデータベースに登
録されていた遺伝子の配列で開始コドンとストップコドンは赤字で示した。大文字塩基配列はク
ローニングした遺伝子のシークエンス解析結果である。またデータベースの塩基配列に相当する
翻訳後のアミノ酸配列を一文字表記で示した。                     
hb561-3 の選択的スプライシング産物である hb561-3L 遺伝子の挿入部位は囲み線で示し、挿
入部分の配列を下欄に示した。   
hb561-3 S1 
hb561-3 A1F 
hb561-3 A1N 
A と G の間に 104bp の挿入※ 
hb561-3 RTS1 
hb561-3 RTA1 
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         10        20        30        40        50        60        70        80        90       100       110       120 
  AGCTGGCTAGTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTGCCCTTGTTATGCAACCCCTGGAGGTAGGTCTGGTTCCCGCTCCAGCTGGGGAGCCGAGACT 
   S  W  L  V  K  L  G  T  E  L  G  S  T  S  P  V  W  W  N  C  P  C  Y  A  T  P  G  G  R  S  G  S  R  S  S  W  G  A  E  T 
    A  G  *  L  S  L  V  P  S  S  D  P  L  V  Q  C  G  G  I  A  L  V  M  Q  P  L  E  V  G  L  V  P  A  P  A  G  E  P  R  L 
  L  A  S  *  A  W  Y  R  A  R  I  H  *  S  S  V  V  E  L  P  L  L  C  N  P  W  R  *  V  W  F  P  L  Q  L  G  S  R  D   
 
         130       140       150       160       170       180         190       200       210       220       230       240 
  GACCCGCTGGCTGCGGAGAGGCAGTGGGATCTTGGCGCACCTGGTAGCTTTGGGCTTCACCATCTTTCTGACAGCGCTGTCCCGGCCAGGAACCAAAACAGGTCCCCTGATGGAGGATAG 
   D  P  L  A  A  E  R  Q  W  D  L  G  A  P  G  S  F  G  L  H  H  L  S  D  S  A  V  P  A  R  N  Q  N  R  S  P  D  G  G  *  
    T  R  W  L  R  R  G  S  G  I  L  A  H  L  V  A  L  G  F  T  I  F  L  T  A  L  S  R  P  G  T  K  T  G  P  L  M  E  D  R 
 *  P  A  G  C  G  E  A  V  G  S  W  R  T  W  *  L  W  A  S   P  S  F  *  Q  R  C  P  G  Q  E  P  K  Q  V  P  *  W  R  I   
 
         250       260       270       280       290       300        310       320       330       340       350       360  
AAGTGAAGGAGGCCGGGCGCGGTGGGTCATGCCTGAAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGACGCGGGTGGATCACTTGAGGTCTTTTCTCCTGGCACCCTGTATTCATGGCCTTGGCGTTC 
K  *  R  R  P  G  A  V  G  H  A  *  N  P  S  T  L  G  G  R  R  G  W  I  T  *  G  L  F  S  W  H  P  V  F  M  A  L  A  F  
    S  E  G  G  R  A  R  W  V  M  P  E  I  P  A  L  W  E  A  D  A  G  G  S  L  E  V  F  S  P  G  T  L  Y  S  W  P  W  R  S  
 E  V  K  E  A  G  R  G  G  S  C  L  K  S  Q  H  F  G  R  P  T  R  V  D  H  L  R  S  F  L  L  A  P  C  I  H  G  L  G  V   
 
         370       380       390       400       410       420        430       440       450       460       470       480 
  TACCTCTGCATGGCTGAAGCCATCCTACTCTTCTCACCTGAACACTCCCTGTTCTTCTTCTGCTCCCGAAAAGCACGGATCCGGCTCCACTGGGCAGGGCAGACCCTAGCCATCCTCTGT 
   Y  L  C  M  A  E  A  I  L  L  F  S  P  E  H  S  L  F  F  F  C  S  R  K  A  R  I  R  L  H  W  A  G  Q  T  L  A  I  L  C 
    T  S  A  W  L  K  P  S  Y  S  S  H  L  N  T  P  C  S  S  S  A  P  E  K  H  G  S  G  S  T  G  Q  G  R  P  *  P  S  S  V 
  L  P  L  H  G  *  S  H  P  T  L  L  T  *  T  L  P  V  L  L  L  L  P  K  S  T  D  P  A  P  L  G  R  A  D  P  S  H  P  L    
 
         490       500       510       520       530       540        550       560       570       580       590       600 
  GCAGCTCTGGGCCTGGGCTTCATCATCTCCAGCAGGACCCGCAGTGAGCTGCCTCATCTGGTGTCCTGGCACAGCTGGGTGGGAGCCCTGACACTGCTGGCCACTGCTGTCCAGGCACTG 
   A  A  L  G  L  G  F  I  I  S  S  R  T  R  S  E  L  P  H  L  V  S  W  H  S  W  V  G  A  L  T  L  L  A  T  A  V  Q  A  L 
    Q  L  W  A  W  A  S  S  S  P  A  G  P  A  V  S  C  L  I  W  C  P  G  T  A  G  W  E  P  *  H  C  W  P  L  L  S  R  H  C 
  C  S  S  G  P  G  L  H  H  L  Q  Q  D  P  Q  *  A  A  S  S  G  V  L  A  Q  L  G  G  S  P  D  T  A  G  H  C  C  P  G  T   
 
         610       620       630       640       650       660        670       680       690       700       710       720 
  TGTGGGCTCTGCCTCCTTTGTCCCCGGGCAGCCAGGGTCTCAAGGGTGGCTCGCCTCAAGCTCTACCATCTGACATGTGGACTGGTGGTCTACCTGATGGCTACAGTAACGGTGCTTCTG 
   C  G  L  C  L  L  C  P  R  A  A  R  V  S  R  V  A  R  L  K  L  Y  H  L  T  C  G  L  V  V  Y  L  M  A  T  V  T  V  L  L 
    V  G  S  A  S  F  V  P  G  Q  P  G  S  Q  G  W  L  A  S  S  S  T  I  *  H  V  D  W  W  S  T  *  W  L  Q  *  R  C  F  W 
  V  W  A  L  P  P  L  S  P  G  S  Q  G  L  K  G  G  S  P  Q  A  L  P  S  D  M  W  T  G  G  L  P  D  G  Y  S  N  G  A  S 
 
         730       740       750       760       770       780       790       800       810       820       830       840 
  GGCATGTACTCAGTATGGTTCCAGGCCCAGATCAAAGGTGCGGCCTGGTACCTGTGCCTGGCACTGCCCGTCTATCCAGCCCTGGTGATCATGCACCAGATTTCCAGATCCTACTTGCCG 
   G  M  Y  S  V  W  F  Q  A  Q  I  K  G  A  A  W  Y  L  C  L  A  L  P  V  Y  P  A  L  V  I  M  H  Q  I  S  R  S  Y  L  P 
    A  C  T  Q  Y  G  S  R  P  R  S  K  V  R  P  G  T  C  A  W  H  C  P  S  I  Q  P  W  *  S  C  T  R  F  P  D  P  T  C  R 
  G  H  V  L  S  M  V  P  G  P  D  Q  R  C  G  L  V  P  V  P  G  T  A  R  L  S  S  P  G  D  H  A  P  D  F  Q  I  L  L  A   
 
         850       860       870       880       890 
  AGGAAGAAAATGGAAATGAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTG 
   R  K  K  M  E  M  K  G  N  S  A  D  I  Q  H  S  
    G  R  K  W  K  *  R  A  I  L  Q  I  S  S  T  V  
  E  E  E  N  G  N  E  G  Q  F  C  R  Y  P  A  Q  
 
 
第 2フレームの最長アミノ酸配列 
MQPLEVGLVPAPAGEPRLTRWLRRGSGILAHLVALGFTIFLTALSRPGTKTGPLMEDRSEGGRARWVMPEIPALWEADAG
GSLEVFSPGTLYSWPWRSTSAWLKPSYSSHLNTPCSSSAPEKHGSGSTGQGRP* 
第 3フレームの最長アミノ酸配列
MALAFYLCMAEAILLFSPEHSLFFFCSRKARIRLHWAGQTLAILCAALGLGFIISSRTRSELPHLVSWHSWVGALTLLAT
AVQALCGLCLLCPRAARVSRVARLKLYHLTCGLVVYLMATVTVLLGMYSVWFQAQIKGAAWYLCLALPVYPALVIMHQIS
RSYLPRKKMEM* 
 
 
 
図 2-3  hb561-3L 遺伝子（融合型）のシークエンス解析結果と ORF 配列 
hb561-3の選択的スプライシング産物であるhb561-3L遺伝子について各フレームによるア
ミノ酸配列を示した。また比較的長い翻訳領域である第 2 および第 3 フレームのアミノ酸配列
を下段に抜粋した。  
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BC111999/BC093683/AK096354       MQPLEVGLVPAPAGEPRLTRWLRRGSGILAHLVALGFTIFLTALSRPGTS---LFS------------------WHP-VFMALAFCLCMAEAILLFSPEHSLFFFCSRKARIRLHWAGQTLAILCAALGLGFIISSRTRSELPHLVSWHS 
AK294992                          MQPLEVGLVPAPAGEPRLTRWLRRGSGILAHLVALGFTIFLTALSRPGTKTGPLMEDRSEGGRARWVMPEIPALWEADAGGSLEFCLCMAEAILLFSPEHSLFFFCSRKARIRLHWAGQTLAILCAALGLGFIISSRTRSELPHLVSWHS 
AK303546                          ----------------------------------------------------------------------------------------MAEAILLFSPEHSLFFFCSRKARIRLHWAGQTLAILCAALGLGFIISSRTRSELPHLVSWHS 
AK126707/AK128798                 MRAPPFSQASKP--DMRLT-----GS-LLCS----------------------------------------------------QFCLCMAEAILLFSPEHSLFFFCSRKARIRLHWAGQTLAILCAALGLGFIISSRTRSELPHLVSWHS 
AK299086                          --------------------------------------------------------------------------------MALAFCLCMAEAILLFSPEHSLFFFCSRKARIRLHWAGQTLAILCAALGLGFIISSRTRSELPHLVSWHS 
BX647509-1/L                      --------------------------------------------------------------------------------MALAFCLCMAEAILLFSPEHSLFFFCSRKPRIRLHWAGQTLAILCAALGLGFIISSRTRSELPHLVSWHS 
BX647509-2/L                      MQPLEVGLVPAPAGEPRLTRWLRRGSGILAHLVALGFTIFLTALSRPGTKTGPLMEDRSEGGRARWVMPEIPALWEADAGGSLE------------------------------------------------------------------                                                                       
*********************.****************************************                
 
 
BC111999/BC093683/AK096354       WVGALTLLATAVQALCGLCLLCPRAARVSRVARLKLYHLTCGLVVYLMATVTVLLGMYSVWFQAQIKGAAWYLCLALPVYPALVIMHQISRSYLPRKKMEM-------------------------------------------------  
AK294992                          WVGALTLLATAVQALCGLCLLCPRAARVSRVARLKLYHLTCGLVVYLMATVTVLLGMYSVWFQAQIKGAAWYLCLALPVYPALVIMHQISRSYLPRKKMEM------------------------------------------------- 
AK303546                          WVGALTLLATAVQALCGLCLLCPRAARVSRVARLKLYHLTCGLVVYLMATVTVLLGMYSVWFQAQIKGAAWYLCLALPVYPALVIMHQISRSYLPRKKMEM------------------------------------------------- 
AK126707/AK128798                 WVGALTLLATAVQALCGLCLLCPRAARVSRVARLKLYHLTCGLVVYLMATVTVLLGMYSVWFQAQIKGAAWYLCLALPVYPALVIMHQISRSYLPRKKMEM------------------------------------------------- 
AK299086                          WVGALTLLATAVQALCGLCLLCPRAARVSRVARLKLYHLTCGLVVYLMATVTVLLGMYSVWFQAQIKGAAWYLCLALPVYPALVIMHQISRSYLPRKKMEM------------------------------------------------- 
BX647509-1/L                      WVGALTLLATAVQALCGLCLLCPRAARVSRVARLKLYHLTCGLVVYLMATVTVLLGMYSVWFQAQIKGAAWYLCLALPVYPALVIMHQISRSYLPRKKMEM------------------------------------------------- 
BX647509-2/L                      ------------------------------------------------------------------------------------------------------VFSPGTLYSWPWRSASAWLKPSYSSHLNTPCSSSAPENHGSGSTGQGRP 
                                  **************************************************************************************************** 
 
BX647509        --------------------------------------------------------------------ATGCAGCCCCTGGAGGTAGGTCTGGTTCCCGCTCCAGCTGGGGAGCCGAGAC                  
b561-3L     CAGCTGGCTGTT--AGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTG CCCTTGTTATGCAACCCCTGGAGGTAGGTCTGGTTCCCGCTCCAGCTGGGGAGCCGAGAC 118                              
BX647509       TGACCCGCTGGCTGCGGAGAGGCAGTGGGATCTTGGCGCACCTGGTAGCTTTGGGCTTCA CCATCTTTCTGACAGCGCTGTCCCGGCCAGGAACCAAAACAGGTCCCCTGATGGAGGATA 172  
b561-3L     TGACCCGCTGGCTGCGGAGAGGCAGTGGGATCTTGGCGCACCTGGTAGCTTTGGGCTTCA CCATCTTTCTGACAGCGCTGTCCCGGCCAGGAACCAAAACAGGTCCCCTGATGGAGGATA 178  
BX647509       GAAGTGAAGGAGGCCGGGCGCGGTGGGTCATGCCTGAAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCG ACGCGGGTGGATCACTTGAGGTCTTTTCTCCTGGCACCCTGTATTCATGGCCTTGGCGTT 292  
b561-3L     GAAGTGAAGGAGGCCGGGCGCGGTGGGTCATGCCTGAAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCG ACGCGGGTGGATCACTTGAGGTCTTTTCTCCTGGCACCCTGTATTCATGGCCTTGGCGTT 358    
BX647509       CTGCCTCTGCATGGCTGAAGCCATCCTACTCTTCTCACCTGAACACTCCCTGTTCTTCTT CTGCTCCCGAAAACCACGGATCCGGCTCCACTGGGCAGGGCAGACCCTAGCCATCCTCTG 412   
b561-3L     CTGCCTCTGCATGGCTGAAGCCATCCTACTCTTCTCACCTGAACACTCCCTGTTCTTCTT CTGCTCCCGAAAAGCACGGATCCGGCTCCACTGGGCAGGGCAGACCCTAGCCATCCTCTG 478   
BX647509       TGCAGCTCTGGGCCTGGGCTTCATCATCTCCAGCAGGACCCGCAGTGAGCTGCCTCATCT GGTGTCCTGGCACAGCTGGGTGGGAGCCCTGACACTGCTGGCCACTGCTGTCCAGGCACT 532  
b561-3L     TGCAGCTCTGGGCCTGGGCTTCATCATCTCCAGCAGGACCCGCAGTGAGCTGCCTCATCT GGTGTCCTGGCACAGCTGGGTGGGAGCCCTGACACTGCTGGCCACTGCTGTCCAGGCACT 598  
BX647509       GTGTGGGCTCTGCCTCCTTTGTCCCCGAGCAGCCAGGGTCTCAAGGGTGGCTCGCCTCAA GCTCTACCATCTGACATGTGGACTGGTGGTCTACCTGATGGCTACAGTAACGGTGCTTCT 652 
b561-3L     GTGTGGGCTCTGCCTCCTTTGTCCCCGGGCAGCCAGGGTCTCAAGGGTGGCTCGCCTCAA GCTCTACCATCTGACATGTGGACTGGTGGTCTACCTGATGGCTACAGTAACGGTGCTTCT 658   
BX647509       GGGCATGTACTCAGTATGGTTCCAGGCCCAGATCAAAGGTGCGGCCTGGTACCTGTGCCT GGCACTGCCCGTCTATCCAGCCCTGGTGATCATGCACCAGATTTCCAGATCCTACTTGCC 771  
b561-3L     GGGCATGTACTCAGTATGGTTCCAGGCCCAGATCAAAGGTGCGGCCTGGTACCTGTGCCT GGCACTGCCCGTCTATCCAGCCCTGGTGATCATGCACCAGATTTCCAGATCCTACTTGCC 838     
BX647509       GAGGAAGAAAATGGAAATGTG----A------------------------ 794            
b561-3L     GAGGAAGAAAATGGAAATGTG----AGTTCCAAGGGCAATT--------- 876            
 
図 2-4 hb561-3L 遺伝子のデータベース解析 
(A)は hb561-3L 遺伝子の ORF によるデータベース検索で一致した BX647509（青色）の一次
構造を使ったデータベース上のアライメント解析である。また(B)は BX647509 とクローニング
した hb561-3L 遺伝子との塩基配列アライメントである。サイレントミューテイションは赤色で
示した。 
 
 
 
 
 
(A) 
(B) 
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                  081215 ATGGAGGGCGGGGCCGCGGCAGCCACCCCCACA                                                            
081107 A01/A02 CCCTTAGCGTTTGCCTCAGCATGGAGGGCGGGGCCGCGGCAGCCACCCCCACA                                      
080916 A01/A02 CCCTTAGCGTTTGCCTCAGCATGGAGGGCGGGGCCGCGGCAGCCACCCCCACA 
BC002976 (b561human GroupA)  gcgcggcgcggggaggctgaagggacgctcgggtaggcaagcgtttgcctcagcatggagggcggggcctcggcagccacccccaca 
agcgtttgcctcagcatgga  
 11/20                         A 
M  E  G  G  A  S  A  A  T  P  T  
GCACTGCCTTACTACGTGGCCTTCTCCCAGCTGCTGGGCCTGACCTTGGTGGCCATGACCGGCGCGTGGCTCGGGCTGTACCGAGGCGGCATTGCCTGGGAGAGCGACCTGCAGTTCAAC 
GCACTGCCTTACTACGTGGCCTTCTCCCAGCTGCTGGGCCTGACCTTGGTGGCCATGACCGGCGCGTGGCTCGGGCTGTACCGAGGCGGCATTGCCTGGGAGAGCGACCTGCAGTTCAAC 
GCACTGCCTTACTACGTGGCCTTCTCCCAGCTGCTGGGCCTGACCTTGGTGGCCATGACCGGCGCGTGGCTCGGGCTGTACCGAGGCGGCATTGCCTGGGAGAGCGACCTGCAGTTCAAC 
gcactgccttactacgtggccttctcccagctgctgggcctgaccttggtggccatgaccggcgcgtggctcgggctgtaccgaggcggcattgcctgggagagcgacctgcagttcaac 
 A  L  P  Y  Y  V  A  F  S  Q  L  L  G  L  T  L  V  A  M  T   G  A  W  L  G  L  Y  R  G  G  I  A  W  E  S  D  L  Q  F  N 
GCGCACCCCCTCTGCATGGTCATAGGCCTGATCTTCCTGCAGGGAAATGCCCTGCTGGTTTACCGTGTCTTCAGGAACGAAGCTAAACGCACCACCAAGGTCCTGCACGGGCTGCTGCAC 
GCGCACCCCCTCTGCATGGTCATAGGCCTGATCTTCCTGCAGGGAAATGCCCTGCTGGTTTACCGTGTCTTCAGGAACGAAGCTAAACGCACCACCAAGGTCCTGCACGGGCTGCTGCAC 
GCGCACCCCCTCTGCATGGTCATAGGCCTGATCTTCCTGCAGGGAAATGCCCTGCTGGTTTACCGTGTCTTCAGGAACGAAGCTAAACGCACCACCAAGGTCCTGCACGGGCTGCTGCAC  
gcgcaccccctctgcatggtcataggcctgatcttcctgcagggaaatgccctgctggtttaccgtgtcttcaggaacgaagctaaacgcaccaccaaggtcctgcacgggctgctgcac 
                                        aagctaaacgcaccaccaag 
 A  H  P  L  C  M  V  I  G  L  I  F  L  Q  G  N  A  L  L  V  Y  R  V  F  R  N  E  A  K  R  T  T  K  V  L  H  G  L  L  H 
ATCTTTGCGCTCGTCATCGCCCTGGTTGGCTTGGTGGCGGTGTTCGACTACCACAGGAAGAAGGGCTACGCTGACCTGTACAGCCTACACAGCTGGTGCGGGATCCTTGTCTTTGTCCTG 
ATCTTTGCGCTCGTCATCGCCCTGGTTGGCTTGGTGGCGGTGTTCGACTACCACAGGAAGAAGGGCTACGCTGACCTGTACAGCCTACACAGCTGGTGCGGGATCCTTGTCTTTGTCCTG 
ATCTTTGCGCTCGTCATCGCCCTGGTTGGCTTGGTGGCGGTGTTCGACTACCACAGGAAGAAGGGCTACGCTGACCTGTACAGCCTACACAGCTGGTGCGGGATCCTTGTCTTTGTCCTG 
atctttgcgctcgtcatcgccctggttggcttggtggcggtgttcgactaccacaggaagaagggctacgctgacctgtacagcctacacagctggtgcgggatccttgtctttgtcctg 
 I  F  A  L  V  I  A  L  V  G  L  V  A  V  F  D  Y  H  R  K  K  G  Y  A  D  L  Y  S  L  H  S  W  C  G  I  L  V  F  V  L  
 
TACTTTGTGCAGTGGCTGGTGGGCTTCAGCTTCTTCCTGTTCCCCGGAGCTTCATTCTCCCTGCGGAGCCGCTACCGCCCACAGCACATCTTCTTTGGTGCTACCATCTTCCTCCTTTCC 
TACTTTGTGCAGTGGCTGGTGGGCTTCAGCTTCTTCCTGTTCCCCGGAGCTTCATTCTCCCTGCGGAGCCGCTACCGCCCACAGCACATCTTCTTTGGTGCTACCATCTTCCTCCTTTCC 
TACTTTGTGCAGTGGCTGGTGGGCTTCAGCTTCTTCCTGTTCCCCGGAGCTTCATTCTCCCTGCGGAGCCGCTACCGCCCACAGCACATCTTCTTTGGTGCTACCATCTTCCTCCTTTCC 
tactttgtgcagtggctggtgggcttcagcttcttcctgttccccggagcttcattctccctgcggagccgctaccgcccacagcacatcttctttggtgctaccatcttcctcctttcc 
                        ttcagcttcttcctgttccc 
                        GGGAACAGGAAGAAGCTGAA 
 Y  F  V  Q  W  L  V  G  F  S  F  F  L  F  P  G  A  S  F  S  L  R  S  R  Y  R  P  Q  H  I  F  F  G  A  T  I  F  L  L  S  
GTGGGCACCGCCCTGCTGGGCCTGAAGGAGGCACTGCTGTTCAACCTCGGGGGCAAGTATAGCGCATTTGAGCCCGAGGGTGTCCTGGCCAACGTGCTGGGCCTGCTGCTGGCCTGCTTC 
GTGGGCACCGCCCTGCTGGGCCTGAAGGAGGCACTGCTGTTCAACCTCGGGGGCAAGTATAGCGCATTTGAGCCCGAGGGTGTCCTGGCCAACGTGCTGGGCCTGCTGCTGGCCTGCTTC 
GTGGGCACCGCCCTGCTGGGCCTGAAGGAAGCACTGCTGTTCAACCTCGGGGGCAAGTATAGCGCATTTGAGCCCGAAGGTGTCCTGGCCAACGTGCTGGGCCTGCTGCTGGCCTGCTTC 
gtgggcaccgccctgctgggcctgaaggaggcactgctgttcaacctcgggggcaagtatAgcgcatttgagcccgagggtgtcctggccaacgtgctgggcctgctgctggcctgcttc 
V  G  T  A  L  L  G  L  K  E  A  L  L  F  N  L  G  G  K  Y  S  A  F  E  P  E  G  V  L  A  N  V  L  G  L  L  L  A  C  F  
GGTGGGGCGGTGCTCTACATCTTGACCCGGGCCGACTGGAAGCGGCCTTCCCAGGCGGAAGAGCAGGCCCTCTCCATGGACTTCAAGACGCTGACGGAGGGAGATAGCCCCGGCTCCCAG 
GGTGGGGGCGGTGCTCTACATCTTGACCCGGGCCGACTGGAAGCGGCCTTCCAGGCGNAAGAGCAGNCCTCTCCATGGACTTCAAGACGCTGACGGAGGNAATAGCCCCGGCTCCNAN 
GGTGGGGCGGTGCTCTACATCTTGACCCGGGCCGACTGGAAGCGGCCTTCCCAGGCGGAAGAGCAGGCCCTCTCCATGGACTTCAAGACGCTGACGGAGGGAGATAGCCCCGGCTCCCAG 
GGTGGGGCGGTGCTCTACATCTTGACCCGGGCCGACTGGAAGCGGCCTTCCCAGGCGGAAGAGCAGGCCCTCTCCATGGACTTCAAGACGCTGACGGAGGGAGATAGCCCCGGCTCCCAG 
ggtggggcggtgctctacatcttgacccgggccgactggaagcggccttcccaggcggaaGagcaggccctctccatggacttcaagacgctgacggagggagatagccccggctcccag 
                                                                               gagatagccccggatcacaa 
                                                                                                  14→11/20 
                                                                                                    ttgtgatccggggctatctc 
G  G  A  V  L  Y  I  L  T  R  A  D  W  K  R  P  S  Q  A  E  E  Q  A  L  S  M  D  F  K  T  L  T  E  G  D  S  P  G  S  Q   
TGATGCGCCCGGCCGGCCCTGGGGGTTCGCGGGGTGTNTTCTTGCCTGCCCCTAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGCCGCGGC 
TGATGCGCCCGGCCGGCCCTGGGGGTTCGCGGGGTGTCTTCTTGCCTGCCCCTAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGG
TA 
TGATGCGCCCGGCCGGCCCTGGGGGTTCGCGGGGTGTCTTCTTGCCTGCCCCTAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAA 
Tgatgcgcccggccggccctgggggttcgcggggtgtcttcttgcctgcccctgctgaggcgtcttcaggactgcaggctccggagagtggctctggcagcaggcgggcgcgtgggtgc 
gtgtcttcttgcctgcccct 
12/20 
aggggcaggcaagaagacac 
 *  
 
    図 2-5 hb561 遺伝子上のプライマー位置とシークエンス解析結果 
矢印で設計したプライマーの位置と配列を示した。極端に GC含量が高い場合は、アミノ酸配
列を変更しない範囲でプライマー設計による塩基置換を行なった。小文字はデータベースに登録
されていた遺伝子の配列で開始コドンとストップコドンは赤字で示した。大文字塩基配列はクロ
ーニングした遺伝子のシークエンス解析結果である。またデータベースの塩基配列に相当する翻
訳後のアミノ酸配列を一文字表記で示した。   
b561human S1 
b561human RTS1 
b561human RTA1 
b561human A1F 
b561human A1N 
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080916 C1 CCCTTAGAATGGTGTCTGGACGGTTCTACTTGTCCTGCCTGCTGCTGGGGTCCCTGGGCTCTATGTGCATCCTCTTCACTATCTACTGGATGCAGTACTGGCGTGGT 
080916 B1 CCCTTAGAATGGTGTCTGGACGGTTCTACTTGTCCTGCCTGCTGCTGGGGTCCCTGGGCTCTATGTGCATCCTCTTCACTATCTACTGGATGCAGTACTGGCGTGGT 
AX136375 (b561human2 Group A) 
ctaaaggagtgcgtgatcagaatggtgtctggacggttctacttgtcctgcctgctgctggggtccctgggctctatgtgcatcctcttcactatctactggatgcagtactggcgtggt 
agaatggtgtctggacggttcta 
M  V  S  G  R  F  Y  L  S  C  L  L  L  G  S  L  G  S  M  C  I  L  F  T  I  Y  W  M  Q  Y  W  R  G  
GGCTTTGCCTGGAATGGCAGCATCTACATGTTCAACTGGCACCCAGTGCTTATGGTTGCTGGCATGGTGGTATTCTATGGAGGTGCGTCACTGGTGTACCGCCTGCCCCAGTCGTGGGTG 
GGCTTTGCCTGGAATGGCAGCATCTACATGTTCAACTGGCACCCAGTGCTTATGGTTGCTGGCATGGTGGTATTCTATGGAGGTGCGTCACTGGTGTACCGCCTGCCCCAGTCGTGGGTG 
ggctttgcctggaatggcagcatctacatgttcaactggcacccagtgcttatggttgctggcatggtggtattctatggaggtgcgtcactggtgtaccgcctgccccagtcgtgggtg 
 G  F  A  W  N  G  S  I  Y  M  F  N  W  H  P  V  L  M  V  A  G  M  V  V  F  Y  G  G  A  S  L  V  Y  R  L  P  Q  S  W  V 
GGGCCCAAACTGCCCTGGAAACTCCTCCATGCAGCGCTGCACCTGATGGCCTTCGTCCTCACTGTTGTGGGGCTGGTTGCTGTCTTTACGTTTCACAACCATGGAAGGACTGCCAACCTC 
GGGCCCAAACTGCCCTGGAAACTCCTCCATGCAGCGCTGCACCTGATGGCCTTCGTCCTCACTGTTGTGGGGCTGGTTGCTGTCTTTACGTTTCACAACCATGGAAGGACTGCCAACCTC 
gggcccaaactgccctggaaactcctccatgcagcgctgcacctgatggccttcgtcctcactgttgtggggctggttgctgtctttacgtttcacaaccatggaaggactgccaacctc 
      aactgccctggaaactcctc 
G  P  K  L  P  W  K  L  L  H  A  A  L  H  L  M  A  F  V  L  T  V  V  G  L  V  A  V  F  T  F  H  N  H  G  R  T  A  N  L  
TACTCCCTTCACAGCTGGCTGGGCATCACCACTGTCTTCCTCTTCGCCTGCCAGTGGTTCCTGGGCTTTGCTGTCTTCCTCCTGCCCTGGGCGTCCATGTGGCTGCGCAGCCTCCTAAAA 
TACTCCCTTCACAGCTGGCTGGGCATCACCACTGTCTTCCTCTTCGCCTGCCAGTGGTTCCTGGGCTTTGCTGTCTTCCTCCTGCCCTGGGCGTCCATGTGGCTGCGCAGCCTCCTAAAA 
tactcccttcacagctggctgggcatcaccactgtcttcctcttcgcctgccagtggttcctgggctttgctgtcttcctcctgccctgggcgtccatgtggctgcgcagcctcctaaaa 
ctttgctgtcttcctcctgc 
GCAGGAGGAAGACAGCAAAG 
 Y  S  L  H  S  W  L  G  I  T  T  V  F  L  F  A  C  Q  W  F  L  G  F  A  V  F  L  L  P  W  A  S  M  W  L  R  S  L  L  K  
CCTATCCACGTCTTTTTTGGAGCCGCCATCCTCTCTCTGTCCATCGCATCCGTCATTTCGGGCATTAATGAGAAGCTTTTCTTCAGTTTGAAAAACACCACCAGGCCATACCACAGCCTG 
CCTATCCACGTCTTTTTTGGAGCCGCCATCCTCTCTCTGTCCATCGCATCCGTCATTTCGGGCATTAATGAGAAGCTTTTCTTCAGTTTGAAAAACACCACCAGGCCATACCACAGCCTG 
cctatccacgtcttttttggagccgccatcctctctctgtccatcgcatccgtcatttcgggcattaatgagaagcttttcttcagtttgaaaaacaccaccaggccataccacagcctg 
 P  I  H  V  F  F  G  A  A  I  L  S  L  S  I  A  S  V  I  S  G  I  N  E  K  L  F  F  S  L  K  N  T  T  R  P  Y  H  S  L  
 CCCAGTGAGGCGGTCTTTGCCAACAGCACCGGGATGCTGGTGGTGGCCTTTGGGCTGCTGGTGCTCTACATCCTTCTGGCTTCATCTTGGAAGCGCCCAGAGCCGGGGATCCTGACCGAC 
CCCAGTGAGGCGGTCTTTGCCAACAGCACCGGGATGCTGGTGGTGGCCTTTGGGCTGCTGGTGCTCTACATCCTTCTGGCTTCATCTTGGAAGCGCCCAGAGCCGGGGATCCTGACCGAC 
cccagtgaggcggtctttgccaacagcaccgggatgctggtggtggcctttgggctgctggtgctctacatccttctggcttcatcttggaagcgcccagagccggggatcctgaccgac 
 P  S  E  A  V  F  A  N  S  T  G  M  L  V  V  A  F  G  L  L  V  L  Y  I  L  L  A  S  S  W  K  R  P  E  P  G  I  L  T  D  
AGACAGCCCCTTCTTCATGATGGAGAAAA 
AGACAGCCCCTGCTGCATGATGGGGAGTGAAGCA 
agacagcccctgctgcatgatggggagtgaagcagcaggaaggggctcccaagagctcctggtggtgcagcctgtgctcccctcagaagctctgctcttcccagggctcccggctggttt 
 gacagccccttcttcatgatggagaa                                                       tcagaagctctgctcttccca 
17→13/26                                                                           11/21 
ttctccatcatgaagaaggggctgtc                                                        tgggaagagcagagcttctga 
R  Q  P  L  L  H  D  G  E  *   
 
 
 
図 2-6 hb561-2 遺伝子上のプライマー位置とシークエンス解析結果 
矢印で設計したプライマーの位置と配列を示した。極端に GC含量が高い場合は、アミノ酸配
列を変更しない範囲でプライマー設計による塩基置換を行なった。小文字はデータベースに登録
されていた遺伝子の配列で開始コドンとストップコドンは赤字で示した。大文字塩基配列はクロ
ーニングした遺伝子のシークエンス解析結果である。またデータベースの塩基配列に相当する翻
訳後のアミノ酸配列を一文字表記で示した。  
 
 
 
 
 
 
 
  
hb561-2 S1 
hb561-2 A1F hb561-2 A1N 
hb561-2 RT S1 
hb561-2 RT A1 
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
37 
                                    平成２６年１月 
080916 E1 CCCTTATTATGGCCATGGAGGGCTACTGGCGCTTCCTGGCGCTGCTGGGGTCGGCA 
080916 D1 CCCTTATTATGGCCATGGAGGGCTACTGGCGCTTCCTGGCGCTGCTGGGGTCGGCA 
AL136693 (humanDcytb GroupA)   tcttgtggcccccgcggtgcggagtatggggcgctgatggccatggagggctaccggcgcttcctggcgctgctggggtcggca 
attatggccatggagggctac   
12→11/21             W 
M  A  M  E  G  Y  R  R  F  L  A  L  L  G  S  A   
CTGCTCGTCGGCTTCCTGTCGGTGATCTTCGCCCTCGTCTGGGTCCTCCACTACCGAGAGGGGCTTGGCTGGGATGGGAGCGCACTAGAGTTTAACTGGCACCCAGTGCTCATGGTCACC 
CTGCTCGTCGGCTTCCTGTCGGTGATCTTCGCCCTCGTCTGGGTCCTCCACTACCGAGAGGGGCTTGGCTGGGATGGGAGCGCACTAGAGTTTAACTGGCACCCAGTGCTCATGGTCACC 
ctgctcgtcggcttcctgtcggtgatcttcgccctcgtctgggtcctccactaccgagaggggcttggctgggatgggagcgcactagagtttaactggcacccagtgctcatggtcacc 
 L  L  V  G  F  L  S  V  I  F  A  L  V  W  V  L  H  Y  R  E  G  L  G  W  D  G  S  A  L  E  F  N  W  H  P  V  L  M  V  T  
GGCTTCGTCTTCATCCAGGGCATCGCCATCATCGTCTACAGACTGCCGTGGACCTGGAAATGCAGCAAGCTCCTGATGAAATCCATCCATGCAGGGTTAAATGCAGTTGCTGCCATTCTT 
GGCTTCGTCTTCATCCAGGGCATCGCCATCATCGTCTACAGACTGCCGTGGACCTGGAAATGCAGCAAGCTCCTGATGAAATCCATCCATGCAGGGTTAAATGCAGTTGCTGCCATTCTT  
ggcttcgtcttcatccagggcatcgccatcatcgtctacagactgccgtggacctggaaatgcagcaagctcctgatgaaatccatccatgcagggttaaatgcagttgctgccattctt 
G  F  V  F  I  Q  G  I  A  I  I  V  Y  R  L  P  W  T  W  K  C  S  K  L  L  M  K  S  I  H  A  G  L  N  A  V  A  A  I  L  
GCAATTATCTCTGTGGTGGCCGTGTTTGAGAACCACAATGTTAACAATATAGCCAATATGTACAGTCTGCACAGCTGGGTTGGACTGATAGCTGTCATATGCTATTTGTTACAGCTTCTT  
GCAATTATCTCTGTGGTGGCCGTGTTTGAGAACCACAATGTTAACAATATAGCCAATATGTACAGTCTGCACAGCTGGGTTGGACTGATAGCTGTCATATGCTATTTGTTACAGCTTCTT 
gcaattatctctgtggtggccgtgtttgagaaccacaatgttaacaatatagccaatatgtacagtctgcacagctgggttggactgatagctgtcatatgctatttgttacagcttctt 
 A  I  I  S  V  V  A  V  F  E  N  H  N  V  N  N  I  A  N  M  Y  S  L  H  S  W  V  G  L  I  A  V  I  C  Y  L  L  Q  L  L  
 TCAGGTTTTTCAGTCTTTCTGCTTCCATGGGCTCCGCTTTCTCTCCGAGCATTTCTCATGCCCATACATGTTTATTCTGGAATTGTCATCTTTGGAACAGTGATTGCAACAGCACTTATG 
TCAGGTTTTTCAGTCTTTCTGCTTCCATGGGCTCCGCTTTCTCTCCGAGCATTTCTCATGCCCATACATGTTTATTCTGGAATTGTCATCTTTGGAACAGTGATTGCAACAGCACTTATG 
tcaggtttttcagtctttctgcttccatgggctccgctttctctccgagcatttctcatgcccatacatgtttattctggaattgtcatctttggaacagtgattgcaacagcacttatg 
GCATTTCTCATGCCCATACA 
 S  G  F  S  V  F  L  L  P  W  A  P  L  S  L  R  A  F  L  M  P  I  H  V  Y  S  G  I  V  I  F  G  T  V  I  A  T  A  L  M 
GGATTGACAGAGAAACTGATTTTTTCCCTGAGAGATCCTGCATACAGTACATTCCCGCCAGAAGGTGTTTTCGTAAATACGCTTGGCCTTCTGATCCTGGTGTTCGGGGCCCTCATTTTT 
GGATTGACAGAGAAACTGATTTTTTCCCTGAGAGATCCTGCATACAGTACATTCCCGCCAGAAGGTGTTTTCGTAAATACGCTTGGCCTTCTGATCCTGGTGTTCGGGGCCCTCATTTTT 
ggattgacagagaaactgattttttccctgagagatcctgcatacagtacattcccgccagaaggtgttttcgtaaatacgcttggccttctgatcctggtgttcggggccctcattttt 
 G  L  T  E  K  L  I  F  S  L  R  D  P  A  Y  S  T  F  P  P  E  G  V  F  V  N  T  L  G  L  L  I  L  V  F  G  A  L  I  F   
TGGATAGTCACCAGACCGCAATGGAAACGTCCTAAGGAGCCAAATTCTACCATTCTTCATCCAAATGGAGGCACTGAACAGGGAGCAAGAGGTTCCATGCCAGCCTACTCTGGCAACAAC 
TGGATAGTCACCAGACCGCAATGGAAACGTCCTAAGGAGCCAAATTCTACCATTCTTCATCCAAATGGAGGCACTGAACAGGGAGCAAGAGGTTCCATGCCAGCCTACTCTGGCAACAAC 
tggatagtcaccagaccgcaatggaaacgtcctaaggagccaaattctaccattcttcatccaaatggaggcactgaacagggagcaagaggttccatgccagcctactctggcaacaac 
gaaacgtcctaaggagccaa 
TTGGCTCCTTAGGACGTTTC 
 W  I  V  T  R  P  Q  W  K  R  P  K  E  P  N  S  T  I  L  H  P  N  G  G  T  E  Q  G  A  R  G  S  M  P  A  Y  S  G  N  N  
  
ATGGACAAATCAGATTCAGAGTTAAACAATGAAGTAGCAGCAAGGAAAAGAAACTTAGCTCTGGATGAGGCTGGGCAAAGATCTACAATGAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAG 
ATGGACAAATCAGATTCAGAGTTAAACAATGAAGTAGCAGCAAGGAAAAGAAACTTAGCTCTGGATGAGGCTGGGCAGAGATCTACCATGTAAAATGTTGTAGAGATAGAGCCATATAAC 
atggacaaatcagattcagagttaaacaatgaagtagcagcaaggaaaagaaacttagctCtggatgaggctgggcagagatctaccatgtaaaatgttgtagagatagagccatataac 
       Tgaggctgggcaaagatctacaatg   
14→12/25  
cattgtagatctttgcccagcctcA 
gagatagagccatataac 
11/24 
cgtgacgttatatggctctatctc 
M  D  K  S  D  S  E  L  N  N  E  V  A  A  R  K  R  N  L  A  L  D  E  A  G  Q  R  S  T  M  *   
GTCACGAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTA 
gtcacgtttcaaaactagctctacagttttgcttctcctattagccatatgataattgggctatgtagtatcaatatttactttaatcacaaaggatggtttcttgaaataa
tttgtatt 
gtcacg 
 
 
図 2-7 hb561Dcytb 遺伝子上のプライマー位置とシークエンス解析結果 
矢印で設計したプライマーの位置と配列を示した。極端に GC 含量が高い場合は、アミノ酸配
列を変更しない範囲でプライマー設計による塩基置換を行なった。小文字はデータベースに登録
されていた遺伝子の配列で開始コドンとストップコドンは赤字で示した。大文字塩基配列はクロ
ーニングした遺伝子のシークエンス解析結果である。またデータベースの塩基配列に相当する翻
訳後のアミノ酸配列を一文字表記で示した。  
 
 
  
hDcytb S1 
hDcytb A1F 
hDcytb A1N 
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tctgcttagtcatggtgacctgcgcgcgctccgcgcctcccccacgcgcagcgatggaggcgccggggctcgggcggtggaggcggagccggag
cgcggccatggcggggtccctgagtgccagaggtggtggtgttgcttatcttctggaaccccatgcagccagatcccaggcctagcggggctgg
ggcctgctgccgattcctgcccctgcagtcacagtgccctgagggggcaggggacgcggtgatgtacgcctccactgagtgcaaggcggaggtg
acgccctcccagcatggcaaccgcaccttcagctacaccctggaggatcataccaagcaggcctttggcatcatgaacgagctgcggctcagcc
agcagctgtgtgacgtcacactgcaggtcaagtaccaggatgcaccggccgcccagttcatggcccacaaggtggtgctggcctcatccagccc
tgtcttcaaggccatgttcaccaacgggctgcgggagcagggcatggaggtggtgtccattgagggtatccaccccaaggtcatggagcgcctc
attgaattcgcctacacggcctccatctccatgggcgagaagtgtgtcctccacgtcatgaacggtgctgtcatgtaccagatcgacagcgttg
tccgtgcctgcagtgacttcctggtgcagcagctggaccccagcaatgccatcggcatcgccaacttcgctgagcagattggctgtgtggagtt
gcaccagcgtgcccgggagtacatctacatgcattttggggaggtggccaagcaagaggagttcttcaacctgtcccactgccaactggtgacc
ctcatcagccgggacgacctgaacgtgcgctgcgagtccgaggtcttccacgcctgcatcaactgggtcaagtacgactgcgaacagcgacggt
tctacgtccaggcgctgctgcgggccgtgcgctgccactcgttgacgccgaacttcctgcagatgcagctgcagaagtgcgagatcctgcagtc
cgactcccgctgcaaggactacctggtcaagatcttcgaggagctcaccctgcacaagcccacgcaggtgatgccctgccgggcgcccaaggtg
ggccgcctgatctacaccgcgggcggctacttccgacagtcgctcagctacctggaggcttacaaccccagtgacggcacctggctccggttgg
cggacctgcaggtgccgcggagcggcctggccggctgcgtggtgggcgggctgttgtacgccgtgggcggcaggaacaactcgcccgacggcaa
caccgactccagcgccctggactgttacaaccccatgaccaatcagtggtcgccctgcgcccccatgagcgtgccccgtaaccgcatcggggtg
ggggtcatcgatggccacatctatgccgtcggcggctcccacggctgcatccaccacaacagtgtggagaggtatgagccagagcgggatgagt
ggcacttggtggccccaatgctgacacgaaggatcggggtgggcgtggctgtcctcaatcgtctcctttatgccgtggggggctttgacgggac
aaaccgccttaattcagctgagtgttactacccagagaggaacgagtggcgaatgatcacagcaatgaacaccatccgaagcggggcaggcgtc
tgcgtcctgcacaactgtatctatgctgctgggggctatgatggtcaggaccagctgaacagcgtggagcgctacgatgtggaaacagagacgt
ggactttcgtagcccccatgaagcaccggcgaagtgccctggggatcactgtccaccaggggagaatctacgtccttggaggctatgatggtca
cacgttcctggacagtgtggagtgttacgacccagatacagacacctggagcgaggtgacccgaatgacatcgggccggagtggggtgggcgtg
gctgtcaccatggagccctgccggaagcagattgaccagcagaactgtacctgttgaggcacttttgtttcttgggcaaaaatacagtccaatg
gggagtatcattgtttttgtacaaaaaccgggactaaaagaaaagacagcactgcaaataacccatcttccgggaagggaggccaggatgcctc
agtgttaaaatgacatctcaaaagaagtccaaagcgggaatcatgtgcccctcagcggagccccgggagtgtccaagacagcctggctgggaaa
gggggtgtggaaagagcaggcttccaggagagaggcccccaaaccctctggccgggtaataggcctgggtcccactcacccatgccggcagctg
tcaccatgtgatttattcttggatacctgggagggggccaatgggggcctcagggggaggccccctctggaaatgtggttcccagggatgggcc
tgtacatagaagccaccggatggcacttccccaccggatggacagttattttgttgataagtaaccctgtaattttccaaggaaaataaagaac
agactaactagtgtctttcaccctgaaaaaaaaaaaaaa 
 
MQPDPRPSGAGACCRFLPLQSQCPEGAGDAVMYASTECKAEVTPSQHGNRTFSYTLEDHTKQAFGIMNELRLSQQLCDVTLQVKY
QDAPAAQFMAHKVVLASSSPVFKAMFTNGLREQGMEVVSIEGIHPKVMERLIEFAYTASISMGEKCVLHVMNGAVMYQIDSVVRA
CSDFLVQQLDPSNAIGIANFAEQIGCVELHQRAREYIYMHFGEVAKQEEFFNLSHCQLVTLISRDDLNVRCESEVFHACINWVKY
DCEQRRFYVQALLRAVRCHSLTPNFLQMQLQKCEILQSDSRCKDYLVKIFEELTLHKPTQVMPCRAPKVGRLIYTAGGYFRQSLS
YLEAYNPSDGTWLRLADLQVPRSGLAGCVVGGLLYAVGGRNNSPDGNTDSSALDCYNPMTNQWSPCAPMSVPRNRIGVGVIDGHI
YAVGGSHGCIHHNSVERYEPERDEWHLVAPMLTRRIGVGVAVLNRLLYAVGGFDGTNRLNSAECYYPERNEWRMITAMNTIRSGA
GVCVLHNCIYAAGGYDGQDQLNSVERYDVETETWTFVAPMKHRRSALGITVHQGRIYVLGGYDGHTFLDSVECYDPDTDTWSEVT
RMTSGRSGVGVAVTMEPCRKQIDQQNCTC*  
 
 
図 2-8 hKeap1 遺伝子とそのプライマー設計  
データベースから配列を入手し、プライマーを設計した。開始コドンとストップコドンは赤字
で示した。また翻訳後のアミノ酸配列を一文字表記で下段に示した。 
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ACGACGATGACGATAAGGATCGATGGGGATCCGAATTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGG
GGTGGTG… 
^tggaggttctggtggtggaggttccATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 
^cccaagcttggaggaggaagtggaggtggaggttctggtggtgga 
cccaagctttggaggaggaagtggaggtggaggttctggtggtgga 
^cccaagcttttggaggaggaagtggaggtggaggttctggtggtgga 
ggaggaggaagtggaggtggaggttctggtggtggaggttccATGGTG… 
…  G G G S G G G G S G G G G S M V … 
                 ^cgggatccgccATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 
 
…CCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGAAGCTTGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGC 
        ^GCATGGACGAGCTGTACAAGggaggaggaagtggaggtggaggttc 
                 gaacctccacctccacttcctcctccCTTGTACAGCTCGTCCATGC 
gaagtggaggtggaggttctggtggtggaggttccgaattccc 
gggaattcggaacctccaccaccagaacctccacctccacttc 
gaagtggaggtggaggttctggtggtggaggttccggaattccc 
gggaattccggaacctccaccaccagaacctccacctccacttc 
gaagtggaggtggaggttctggtggtggaggttccgggaattccc 
gggaattcccggaacctccaccaccagaacctccacctccacttc 
^GCATGGACGAGCTGTACAAGggaggaggaagtggaggtggaggttctggtggtggaggttcc…  
…^M D E L Y K G G G S G G G G S G G G G S … 
        ^GCATGGACGAGCTGTACAAGtaactcgagcgg 
^ccgctcgagttaCTTGTACAGCTCGTCCATGC 
 
1. EmGFP CF S0  5’tggaggttctggtggtggaggttccATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 
2. EmGFP CF S1  5’cccaagcttggaggaggaagtggaggtggaggttctggtggtgga 
3. EmGFP CF S2  5’cccaagctttggaggaggaagtggaggtggaggttctggtggtgga 
4. EmGFP CF S3  5’cccaagcttttggaggaggaagtggaggtggaggttctggtggtgga 
5. EmGFP NF S   5’cgggatccgccATGGTGAGCAAGGGCGAGG 
6. EmGFP NF A0  5’gaacctccacctccacttcctcctccCTTGTACAGCTCGTCCATGC 
7. EmGFP NF A1  5’gggaattcggaacctccaccaccagaacctccacctccacttc 
8. EmGFP NF A2  5’gggaattccggaacctccaccaccagaacctccacctccacttc 
9. EmGFP NF A3  5’gggaattcccggaacctccaccaccagaacctccacctccacttc 
10. EmGFP CF A   5’ccgctcgagttaCTTGTACAGCTCGTCCATGC 
 
 
 
図2-9 EmGFP-linker 遺伝子のプライマー位置 
pREST/EmGFPの塩基配列を元に開始コドンと終止コドンに続くEmGFP遺伝子の翻訳領域
部分との相同性配列にリンカーの部分配列を持つプライマーと持たないプライマーをそれぞれ
2 種類ずつ設計した。このプライマーのリンカー部分配列の一部と相同性を持つ各 3 種類ずつの
プライマーを開始コドン側と終止コドン側にそれぞれ設計した。 
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 下線：pBSⅡ-Xのインサート領域 
 XXX：EmGFP翻訳領域 
 XXX：リンカー領域 
 XXX：ライゲーションで使用した制限酵素サイト 
 下線-色‐マーカーなし：pBSⅡ-MCS領域 
 
 
1．pBSⅡ/(G4S)3-EmGFP（+0）（シークエンス確認済み） 
GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTGGAGGAGGAGGAAGTGGAGGTGGAGGTTCTGGTGGTGGAGGTTCCATGGTGAGCAAGG
GCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGAGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCAT
CTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAA
GGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACG
GCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAGGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCA
GCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTG
CTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCGGTACAAGTAACTCGAGGGGGGGCCCGGTACC… 
 
2．pBSⅡ/(G4S)3-EmGFP（+1）（シークエンスほぼ確認済み：一箇所 N 有り。後で要調査） 
GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTTGGAGGAGGAGGAAGTGGAGGTGGAGGTTCTGGTGGTGGAGGTTCCATGGTGAGCAAG
GGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGAGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCA
TCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTGACNTACGGCGTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGA
AGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGAC
GGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAGGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGC
AGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCT
GCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCXGTACAAGTAACTCGAGGGGGGGCCCGGTACC… 
 
3．pBSⅡ/(G4S)3-EmGFP（+2）（シークエンス未確認） 
GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTTTGGAGGAGGAGGAAGTGGAGGTGGAGGTTCTGGTGGTGGAGGTTCCATGGTGAGCAA
GGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGAGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTC
ATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCG
AAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGA
CGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAGGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTG
CAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCC
TGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCXGTACAAGTAACTCGAGGGGGGGCCCGGTACC… 
 
4．pBSⅡ/EmGFP-(G4S)3（+0）（シークエンス確認済み） 
GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCA
GCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACTTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTGACCTACGGCGTGCAGTGCTT
CGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTC
GAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAGGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGA
AGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCT
GAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGAGGAGGAGGAAGTGGA
GGTGGAGGTTCTGGTGGTGGAGGTTCCGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC… 
 
5．pBSⅡ/EmGFP-(G4S)3（+1）（シークエンスほぼ確認済み：最後の Ser のみ要確認） 
GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCA
GCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACTTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTGACCTACGGCGTGCAGTGCTT
CGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTC
GAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAGGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGA
AGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCT
GAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGAGGAGGAGGAAGTGGA
GGTGGAGGTTCTGGTGGTGGAGGTTCNGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC… 
 
6．pBSⅡ/EmGFP-(G4S)3（+2）（シークエンス未確認） 
GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCA
GCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACTTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTGACCTACGGCGTGCAGTGCTT
CGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTC
GAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAGGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGA
AGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCT
GAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGAGGAGGAGGAAGTGGA
GGTGGAGGTTCTGGTGGTGGAGGTTCCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC… 
図 2-10  pBSⅡ/EmGFP-linker プラスミドの配列 
サブクローニングした pBSⅡ/EmGFP-linker 部分のシークエンス解析結果を示した。pBSⅡ
/(G4S)3-EmGFP（+0）および pBSⅡ/EmGFP-(G4S)3（+0）についてはシーケンスを完了した。
また pBSⅡ/(G4S)3-EmGFP（+1）および pBSⅡ/EmGFP-(G4S)3（+1）については一箇所ずつ
未確認があるがほぼ全長の確認を完了した。
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 図 2-11 pcDNA3.1 へのヒト cytochrome b561遺伝子ファミリーのクローニング 
(A) pcDNA3.1/V5-His-TOPO 制限酵素マップ、(B)クローニングしたヒト cytochrome b561
遺伝子ファミリーのリスト、および 5 種の pcDNA3.1/hb561s について制限酵素マップを記
載した。 
 
pcDNA3.1(mammalian expression vector)
Type origin cloning site mini prep sequence check
native chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
fusion chondrocytic cells TOPO-TA incomplete incomplete
native chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
fusion chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
native chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
fusion chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
native chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
fusion chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
native chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
fusion chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
native chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
fusion chondrocytic cells TOPO-TA completed completed
hDcytb
h101F6
hb561-1
hb561-2
hb561-3S
hb561-3L
(A) 
(B) 
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図 2-12 pBlueScriptⅡKS+/hb561s および 融合用 EmGFPs 
pBlueScriptⅡKS+制限酵素マップと pcDNA3.1/hb561s からサブクローニングしたヒト
cytochrome b561遺伝子ファミリーと融合用 EmGFPs のリストを記載した。 
 
 
pBluescriptⅡ KS(+) (lab basic vector with easy-to-use MCS)
Type sub cloning site（insert→vector) mini prep sequence check
hb561-1 native KpnⅠ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅤ/XhoⅠ completed incomplete
hb561-2 native KpnⅠ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅤ/XhoⅠ completed incomplete
hb561-3S native HindⅢ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅤ/XhoⅠ completed incomplete
hb561-3L native KpnⅠ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅤ/XhoⅠ completed incomplete
hDcytb native KpnⅠ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅤ/XhoⅠ completed incomplete
Fusion（+0） BamHⅠ/EcoRⅠ（PCR)→BamHⅠ/EcoRⅠ completed completed
Fusion（+1) BamHⅠ/EcoRⅠ（PCR)→BamHⅠ/EcoRⅠ completed incomplete
Fusion（+2) BamHⅠ/EcoRⅠ（PCR)→BamHⅠ/EcoRⅠ completed incomplete
Fusion（+0） HindⅢ/XhoⅠ（PCR)→HindⅢ/XhoⅠ completed completed
Fusion（+1) HindⅢ/XhoⅠ（PCR)→HindⅢ/XhoⅠ completed incomplete
Fusion（+2) HindⅢ/XhoⅠ（PCR)→HindⅢ/XhoⅠ completed incomplete
EmGFP- （G4S)3
（G4S)3-EmGFP
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pPICZ B (yeast expression vector)
Type subcloning site（insert→vector) mini prep sequence check
hb561-1 native KpnⅠ（blunt end*）/XhoⅠ→EcoRⅠ（blunt end)/XhoⅠ completed incomplete
hb561-2 native KpnⅠ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅠ（blunt end)/XhoⅠ completed incomplete
hb561-3S native HindⅢ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅠ（blunt end)/XhoⅠ completed completed
hb561-3L native KpnⅠ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅠ（blunt end)/XhoⅠ completed incomplete
hDcytb native KpnⅠ（blunt end）/XhoⅠ→EcoRⅠ（blunt end)/XhoⅠ completed incomplete
図 2-13 pPICZ B/hb561s 
pPICZ X の制限酵素マップと pcDNA3.1/hb561s から pPICZ B にサブクローニング
したヒト cytochrome b561遺伝子ファミリーのリストを記載した。 
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表 2-1 プライマー一覧 
 
番号 名称 配列 対象遺伝子 
1 hb561-2-S1 AGAATGGTGTCTGGACGGTTCTA b561-2 
（human） 2 hb561-2-A1F TTCTCCATCATGAAGAAGGGGCTGTC 
3 hb561-2-A1N TGGGAAGAGCAGAGCTTCTGA 
4 hb561-2-RT-S1 AACTGCCCTGGAAACTCCTC 
5 hb561-2-RT-A1 GCAGGAGGAAGACAGCAAAG 
6 hDcytb-S1 ATTATGGCCATGGAGGGCTAC Dcytb 
（human） 7 hDcytb-A1F CATTGTAGATCTTTGCCCAGCCTCA 
8 hDcytb-A1N CGTGACGTTATATGGCTCTATCTC 
9 hDcytb-RT-S1 GCATTTCTCATGCCCATACA 
10 hDcytb-RT-A1 TTGGCTCCTTAGGACGTTTC 
11 h101F6-S1 ATTATGGCCCTTTCTGCGGAGA 101F6 
（human） 12 h101F6-A1F TGGTTGGATCCTCTTGCGGTA 
13 h101F6-A1N GCTCATGGTTGGATCCTCTTG 
14 h101F6-RT-S1 ACCCGGTGCTTATGTCTTTG 
15 h101F6-RT-A1 AAGCTGCTCTTTGTGGAGGA 
16 hb561-3-S1 GTTATGCAACCCCTGGAGGTA hb561-3 
17 hb561-3-A1F CATTTCCATTTTCTTCCTCGGCAAG 
18 hb561-3-A1N GGAACTCACATTTCCATTTTCTTCC 
19 hb561-3-RT-S1 GAGCTGCCTCATCTGGTGTC 
20 hb561-3-RT-A1 TGAGTACATGCCCAGAAGCA 
21 b561human-S1 AGCGTTTGCCTCAGCATGGA b561
（human） 22 b561human-A1F TTGTGATCCGGGGCTATCTC 
23 b561human-A1N AGGGGCAGGCAAGAAGACAC 
24 b561human-RT-S1 AAGCTAAACGCACCACCAAG 
25 b561human-RT-A1 GGGAACAGGAAGAAGCTGAA 
26 T7promoter TAATACGACTCACTATAGGG pcDNA3.1/
V5-His 27 BGHReverse TAGAAGGCACAGTCGAGG 
28 EmGFP-CF-S0 TGGAGGTTCTGGTGGTGGAGGTTCCA
TGGTGAGCAAGGGCGAGGA 
EmGFP 
29 EmGFP-CF-S1 CCCAAGCTTGGAGGAGGAAGTGGAG
GTGGAGGTTCTGGTGGTGGA 
30 EmGFP-CF-S2 CCCAAGCTTTGGAGGAGGAAGTGGAG
GTGGAGGTTCTGGTGGTGGA 
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31 EmGFP-CF-S3 CCCAAGCTTTTGGAGGAGGAAGTGGA
GGTGGAGGTTCTGGTGGTGGA 
EmGFP 
32 
 
EmGFP-NF-S CGGGATCCGCCATGGTGAGCAAGGGC
GAGG 
33 EmGFP-NF-A0 GAACCTCCACCTCCACTTCCTCCTCCC
TTGTACAGCTCGTCCATGC 
34 EmGFP-NF-A1 GGGAATTCGGAACCTCCACCACCAGA
ACCTCCACCTCCACTTC 
35 EmGFP-NF-A2 GGGAATTCCGGAACCTCCACCACCAG
AACCTCCACCTCCACTTC 
36 EmGFP-NF-A3 GGGAATTCCCGGAACCTCCACCACCA
GAACCTCCACCTCCACTTC 
37 EmGFP-CF-A CCGCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGT
CCATGC 
38 EmGFP-NF-A0-1 GAACCTCCACCTCCACTTCCTCCTCCT
CCCTTGTACAGC 
40 EmGFP-CF-S1-1 CCCAAGCTTGGAGGAGGAGGAAGTG
GAGGTG 
41 EmGFP-CF-S2-1 CCCAAGCTTTGGAGGAGGAGGAAGTG
GAGGTG 
42 EmGFP-CF-S3-1 CCCAAGCTTTTGGAGGAGGAGGAAGT
GGAGGTG 
43 hKeap1-S1  ATGCAGCCAGATCCCAGGCCTA Keap1 
（human） 
44 hKeap1-A1  TCAACAGGTACAGTTCTGCTGGTCA 
45 hKeap1-RT-S1 GTCCTGCACAACTGTATCTATGC  
46 hKeap1-RT-A1  AGGAACGTGTGACCATCATAGC  
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第3章 培養細胞を用いた h101F6 および CYB561D1 タンパク質の生理機能解析 
3.1. 要約 
h101F6 遺伝子は、多くのヒト肺癌細胞株や肺がん組織においてゲノム上の欠損が
起こることが観察されている。また逆に、h101F6 遺伝子が欠損したヒト由来細胞株
である H1299 細胞にアデノウイルスやナノ粒子を利用して h101F6 遺伝子を導入し
強制発現してやると、アスコルビン酸添加による細胞増殖の抑制や転移の抑制が観察
されることから、ヒト肺細胞での発癌抑制において重要な機能を持つタンパク質であ
ると推定されている。しかしながら、どのような分子機構で h101F6 タンパク質の持
つ生理機能が癌抑制に寄与しているのかほとんど何も分かっていない。 
考えられる機構を想定する上でのヒントとしては、①h101F6 タンパク質が b561
ファミリーに属しており、おそらくは膜貫通電子伝達反応を行っている事、②b561
ファミリーの生理的電子供与体であるアスコルビン酸をh101F6遺伝子が強制発現さ
れている培養肺癌細胞に投与することによって、癌細胞増殖の抑制や転移の抑制が起
こること、の 2 点が挙げられる。膜貫通電子伝達反応が何らかの機構で細胞サイクル
の機構に結び付いている、あるいはアスコルビン酸･モノデヒドロアスコルビン酸ラ
ジカルが何らかのシグナルとなっている、等、いろいろな可能性が考えられる。何れ
にせよ、細胞内のレドックス過程が重要な役割を果たしている可能性が高い。そこで、
細胞内のレドックス過程を制御するであろうと思われる種々の因子とh101F6タンパ
ク質発現の相関を調べることにした。 
h101F6 遺伝子欠損および hKeap1 ヘテロ変異（G333C）株であるヒト由来 A549
細胞に h101F6 遺伝子を強制発現させた後、アスコルビン酸と親電子性物質・抗酸化
物質である tBHQ を同時に培養中の A549 細胞に暴露した。2 日後に MTT アッセイ
による細胞増殖を確認した結果、アスコルビン酸と tBHQ による相加的な細胞増殖抑
制効果が観察された。 
また tBHQ 添加による転写因子 Nrf2 の活性化により発現誘導される HO-1 遺伝
子を調べたところ、アスコルビン酸の同時添加が HO-1 遺伝子の発現を促進すること
がわかった。さらに転写因子 Nrf2 の抑制性因子である hKeap1 タンパク質の遺伝子
を h101F6 遺伝子と同時に強制発現させたが、この場合にはアスコルビン酸の同時添
加による HO-1 遺伝子の発現促進は観察されなかった。 
一方で、 A549 細胞における h101F6-EmGFP 融合タンパク質発現系の構築によ
り、h101F6 タンパク質が小胞体に特異的に発現していることが確認された。 
以上のことから、今回観察された A549-h101F6 強制発現系におけるアスコルビン
酸と tBHQ 同時添加時での HO-1 遺伝子の発現促進は、hKeap1 タンパク質からの
Nrf2 転写因子の遊離ではなく、Nrf2 転写因子のリン酸化による活性化の促進による
ものと考えられた。Nrf2 転写因子のリン酸化は①ER ストレスに由来する PERK 活
性化によって引き起こされる転写因子 Nrf2 リン酸化②PKC による転写因子 Nrf2 リ
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ン酸化、の促進の二つの可能性が考えられた。そこで、ER ストレス時に PERK 下流
に位置する別の翻訳開始因子でもある eIF2-α のリン酸化によって発現が上昇するこ
とが知られている GADD34 や CHOP 遺伝子に着目した。結果、A549 細胞に h101F6
遺伝子の一過性強制発現系を導入して 300 μM アスコルビン酸を作用させることで
GADD34 および CHOP 遺伝子の発現上昇が確認された。また 101F6 のホモログ遺
伝子である CYB561D1 遺伝子についての一過性強制発現を行った場合にも 1 mM の
アスコルビン酸を作用させることでGADD34およびCHOP遺伝子の発現上昇が観察
された。この結果は、CYB561D1 タンパク質が 101F6 タンパク質に比べてアスコル
ビン酸との親和性が低いものの同様な機構によってがん細胞を死に導く機能を有し
ていることを示していると思われる。 
 
3.2. 緒言 
ヒトにおける 101F6 遺伝子は、心臓・脳・胎盤・肺・肝臓・骨格筋・腎臓・膵臓
等のいろいろな臓器での発現が確認されており、その中でも特に肝臓での発現が最も
高く、次いで肺と胎盤、心臓・腎臓・膵臓と続いている（1）。またマウスにおける
m101F6 遺伝子の発現に関しても、心臓・脳・胎盤・肺・肝臓・骨格筋・腎臓・膵臓
等の幅広い臓器での発現が確認されており、その中でも特に肝臓と腎臓での発現が最
も高く、次いで肺と脳での発現が高いとされている（2）。 
第 1 章で記載したとおり、多くのヒト肺癌組織や肺癌由来の培養細胞では h101F6
遺伝子を含む染色体の 3p21.3 領域（~120kb）のホモ欠損、あるいはヘテロ欠損、ま
たは不完全性が認められている（1）。さらにこの 3p21.3 領域が不完全なヒト肺癌由
来培養細胞である A549 細胞に h101F6 遺伝子を強制発現させ、さらに培地中にアス
コルビン酸を添加することで、培養細胞の増殖抑制、アポトーシスの誘導、ヌードマ
ウスにおける転移の抑制効果が認められた（3）。これらの報告から、h101F6 タンパ
ク質がヒト肺細胞におけるがん化イベントのメカニズムにおいて重要な役割を担っ
ていることは自明であると考えられた。 
大谷らはさらに、h101F6 遺伝子を強制発現させたヒト肺癌由来の H1299 細胞（染
色体 3p21.3 領域が不完全で h101F6 遺伝子の発現が認められない）に、0.5 -1 μg/μL
（2.8 -5.7 mM）のアスコルビン酸を暴露することでカスパーゼ非依存的なアポトー
シス、あるいは自食作用による細胞死が誘導されることを示した（4）。しかしながら
h101F6 タンパク質とアスコルビン酸の組み合わせがどのようにしてそれら肺癌由来
の培養細胞のプログラム細胞死（アポトーシス）を誘導するのかというメカニズムに
ついての詳細はわかっていない。 
第 1 章に記載したように、ヒト含む一部の脊椎動物は体内で合成できないアスコ
ルビン酸を食事により摂取する必要がある。消化管で吸収され、血中に放出された還
元型アスコルビン酸は細胞膜中に存在するナトリウム共役型トランスポーターであ
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る SVCT タンパク質によって細胞内に取り込まれる（5,6）。またアスコルビン酸の酸
化型である DHA はトランスポーターGLUT（7）によって細胞内に輸送され、還元
型グルタチオン等により速やかに還元されてアスコルビン酸に戻ると考えられてい
る（8）。こうして取り込まれた細胞内のアスコルビン酸は還元型グルタチオンと同様
に細胞内で発生する各種ラジカルのスカベンジャーとしての役割を担っている（9）
（第 1 章 図 1-4）。 
ところで h101F6 タンパク質はその hydropathy plot analysis から、他の
cytochrome b561タンパク質ファミリーの多くと同様に 6 回膜貫通型の膜タンパク質
であると考えられる。そして Pichia pastoris 酵母を使ったメタノール誘導による
h101F6 タンパク質の発現によって得られた h101F6 タンパク質精製品の解析により、
2 つのヘム b を保持していること。さらに電子伝達反応解析により、in vitro の条件
下でアスコルビン酸から直接電子を受け取っていること、そして、モノデヒドロアス
コルビン酸ラジカルをアスコルビン酸に再生する機能を持つことが確認されている
（10, 11, 12）。一方、蛍光タンパク質である EmGFP や FLAG-tag による h101F6
融合タンパク質を A549 細胞へ一過性発現させた場合の局在解析によって、h101F6
タンパク質が小胞体特異的に発現していることが確認されている（13）。この結果は
他の報告（4, 14）と大きな矛盾はない。したがって、h101F6 タンパク質は ER 小胞
体膜を貫通する形で存在しており、細胞質に存在するアスコルビン酸から直接（ある
いは間接的）に電子を受け取り、ER 小胞内腔のモノデヒドロアスコルビン酸ラジカ
ルあるいはその他のアクセプターに電子を供給する機能を持っていると考えられる。
h101F6 タンパク質が関与するこれらのレドックス反応を通じて、がん細胞を選択的
に細胞死に導くメカニズムが存在するのではないかと考えられた。 
本章では、レドックス反応を通じてがん細胞を選択的に細胞死に導く生理機構を
解明するための糸口を得ることを目的として、3p21.3 領域の欠損によって h101F6
遺伝子が発現していないヒト肺癌由来の細胞株（A549 細胞）に対して、h101F6 遺
伝子を強制発現させ、そこに細胞内のレドックス状態に影響を与えるような低分子化
合物（具体的には、アスコルビン酸、メナジオン（VK3）､t-ブチルヒドロキノン（tBHQ）
の 3 種）を添加した場合の細胞増殖への影響を調べることにした。VK3や tBHQ は
典型的な抗酸化剤であり、これらは生体内で親電子性性物質に代謝され、抗酸化剤応
答配列（ARE）を持つ抗酸化／解毒代謝遺伝子群の転写を活性化する。活性化の際に
は、転写因子 Nrf2（NF-E2-related factor 2）が核内に移行し ARE 配列に結合する
ことが分かっている。そこで本実験ではさらに、Nrf2 によって制御されている典型
的な抗酸化／解毒代謝遺伝子群の 1 つ HO-1（Heme oxygenase-1）遺伝子に注目し、
その発現量変化を、h101F6 遺伝子の強制発現システムとアスコルビン酸と tBHQ と
の組み合わせを使って比較することにした。 
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転写因子 Nrf2 は通常は細胞質に存在する Keap1（Kelch-like Ech-associated 
protein）タンパク質と複合体を形成することによりその転写因子としての活性が抑
制制御されていることがわかっている。それゆえ、転写因子 Nrf2 を活性化するシグ
ナルはKeap1タンパク質による転写因子Nrf2の抑制作用を阻害するものと考えられ
る。Keap1 タンパク質を介する転写因子 Nrf2 の活性化経路として考えられているの
は、①Keap1 タンパク質が親電子物質・抗酸化作用物質や活性酸素種に対するセンサ
ーとして働き、その結果、Keap1 タンパク質による転写因子 Nrf2 のユビキチン化が
低下して転写因子 Nrf2 の核移行が起こりやすくなる；②プロテインキナーゼ C によ
る転写因子 Nrf2 のリン酸化が転写因子としての機能を活性化する；③UPR（unfolded 
protein response）を伴う小胞体ストレスによる活性化（後述）、等が提唱されている
（15）。 
興味深い事に、本実験において用いる A549 細胞では Keap1 遺伝子が G333C に
ヘテロ変異しており（16）、そのために Keap1 タンパク質-転写因子 Nrf2 間の相互作
用が弱く、転写因子 Nrf2 が常に部分的に遊離している状態で存在している。そのた
め、A549細胞を使って実験を行った場合には、通常の培養細胞に比べて転写因子Nrf2
活性が亢進している（16）。そこで、本実験では、さらに A549 細胞において野生型
の hKeap1 遺伝子を強制発現させてやることで、HO-1 遺伝子の発現量変化にどのよ
うな影響がでるかを調べることにした。  
転写因子Nrf2が活性化される際にはリン酸化を受ける場合があることが報告され
ている。実際にプロテインキナーゼＣが転写因子 Nrf2 の Ser40 をリン酸化するとキ
ノン系親電子性物質による Nrf2 の活性化が起こることが報告されている（15）。一方、
転写因子 Nrf2 は小胞体ストレス／UPR（unfolded protein response）において重要
な役割を果たすリン酸化酵素 PERK （PKR-like endoplasmic reticulum kinase）タ
ンパク質の正規の基質としてリン酸化を受けることが報告されており、実際に様々な
UPR の誘導物質で活性化を受けることが分かっている（17,18）。そこで、小胞体ス
トレスと酸化ストレスが h101F6-アスコルビン酸による組み合わせで誘起される転
写因子 Nrf2 の活性化とどのような関係があるのかを調べる事を目的として、PERK
タンパク質のもう一つの基質である eIF2α（alpha subunit of eukaryotic 
translational initiation factor 2）に注目した。翻訳開始因子 eIF2α は PERK タンパ
ク質の下流に位置し、PERK タンパク質によるリン酸化を受けるとタンパク質合成の
調節を行うと共に転写因子 ATF4（activating transcription factor-4）を活性化して
CHOP 遺伝子の発現を促す事が知られている（19）。また GADD34 遺伝子は、介在
する転写因子は特定されていないが、翻訳開始因子 eIF2α のリン酸化によって発現が
誘導される（20）。この解析の際には、101F6 遺伝子の最も近いアナログである
CYB561D1 遺伝子の発現効果についても解析を行った。 
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3.3. 方法   
3.3.1. 培養細胞株の入手とバンク化および継代培養 
2011 年 7 月、独立行政法人理化学研究所 バイオリソースセンターから、HeLa
（RCB0007）、A549（RCB0098）、WI-38（RCB0702）、Hep G2（RCB1886）の 4
種類の細胞について生物遺伝資源提供同意書（研究責任者：鍔木基成、機関長：坂本
博、MTA No. RM27242H）を締結の上、学術研究を目的として入手手続きを行なっ
た。 
細胞はドライアイス梱包で到着したものを、直ぐに液体窒素タンクに移した。 
入手した細胞の内、実験で主に使用した A549 細胞は以下の方法で培養を行ない、
細胞のバンク化および使用までの継代培養を行なった。 
A) 細胞の融解 
以下、培養細胞は理学研究棟 A426 室に設置されたクリーンベンチ内でのみ開放し
て取り扱った。 
あらかじめ 37℃のウォーターバスで温めた 10%FBS P/S 入り DMEM High 
Glucose（以下、培地）（詳細は材料に記載）を 20 mL/50 mL チューブに分取してク
リーンベンチ内に準備してから、37℃のウォーターバスに液体窒素から取り出した細
胞入りのチューブを入れ、振盪しながら迅速に半融解した。クリーンベンチ内で半溶
解した細胞を開封し、直ちに用意しておいた培地に懸濁した。約 300 g で、10 分間、
室温で遠心して上清をアスピレーターで除去し、新しい培地 20 mL に懸濁し、9 cm
培養用シャーレ 2 枚に、3：1 の割合で分取した。少ない方のシャーレには培地を 10mL
注ぎ足し、37℃の 5％CO2インキュベーターに静置した。この時点を P1（Passage 1
回目）とした。 
B) 細胞の増殖拡大とバンク化 
細胞の溶解後、P1 細胞を倒立顕微鏡で毎日観察し、数日後にサブコンフルエント
（60-80％）に達した時点で、P1 細胞をインキュベーターからクリーンベンチに移動
した。培養液をアスピレーターで除去し、D-PBS 5mL をシャーレに入れて全体に馴
染ませてからアスピレーターで D-PBS を完全に除去した。さらに 0.25％
Trypsin-EDTA 5mL をシャーレに入れて、全体に馴染ませてからアスピレーターで
Trypsin-EDTA を 100 μL 程度残るように除去し、37℃の 5％CO2インキュベーター
に静置した。時折、様子をみて、5-10 分程度で細胞が全体に白く浮いて剥がれかけて
いるのを確認して、10 mL の培地に懸濁した。さらに、ピペットの先にイエローチッ
プを無菌的に付けて更に懸濁することで細胞をバラバラにした。 
血球計算盤に細胞懸濁液を約 10 μL ずつ 2 面に封入し、倒立顕微鏡で細胞濃度を
カウントして計算した。9 cm 培養用シャーレ 1 枚に付き 1~2×106 cells / 10 mL（4~6
枚程度）となるように細胞懸濁液と培地を分取して、37℃の 5％CO2インキュベータ
ーに静置した。この時点を P2（Passage 2 回目）とした。 
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数日後にサブコンフルエント（60-80％）に達した時点で細胞をカウントするまで
を先と同様に行った。回収した細胞懸濁液は、約 300 g で 10 分間、室温で遠心して
上清をアスピレーターで除去した。続いてセルバンカーを適量（1~3×106 cells/mL）
分取して懸濁し、クライオチューブに 1 mL ずつ分注した。直ちに-80℃冷凍庫に入
れて、24 時間後に、液体窒素タンクに保管した（ラベルは P2）。 
C) 継代培養 
A)での細胞の融解と同様にバンク化した P2 の細胞を融解して起こし、37℃の 5％
CO2インキュベーターに静置した（P3）。数日後、サブコンフルエントとなった時点
で、先の要領で細胞をトリプシンで剥がしてイエローチップでバラバラにし、9 cm
培養用シャーレ 1 枚に付き 0.1~1×106 cells / 10 mL となるように細胞懸濁液と培地
を分取して、37℃の 5％CO2インキュベーターに静置した（P4）。以下、トリプシン
による剥離と再播種を繰り返して P10 までの細胞を使って実験を行なった。 
 
3.3.2. h101F6、hCYB561D1、および hKeap1 遺伝子の導入 
A) プラスミドの増幅と精製 
培養細胞トランスフェクション用にクローニングした pcDNA3.1/h101F6、
pcDNA3.1/ hCYB561D1、pcDNA3.1/hKeap1、および pcDNA3.1（ネガティブコン
トロール）プラスミドを用いて大腸菌（JM109）を形質転換し、シングルコロニーを
ピックアップして 3 mL の LB アンピシリン液体培地（50mL 遠沈管）で 8 時間培養
した。目視によって菌の増殖を確認し、培養液 100 μL を 50 mL の LB アンピシリン
液体培地（200 mL 三角フラスコ）に分取して培養した。13-16 時間培養した後にプ
ラスミド精製キット（JETSTAR 2.0 Midi Kit）で精製し、分光光度計にて DNA 濃
度を決定した。 
B) 細胞の調製およびトランスフェクション 
P4~P10 までの A549 細胞をカウントして細胞濃度を決定し、トランスフェクショ
ンの前日に 96 well plate では 5×103 cells/well、12 well Plate では 5×104にて播種
した。24 時間後に pcDNA3.1/h101F6、pcDNA3.1/hKeap1、pcDNA3.1/ hCYB561D1、
および pcDNA3.1/empty プラスミドを用い、Xfect™ Transfection Reagent を使って
取扱説明書に従って A549 細胞をトランスフェクションした。 
 
3.3.3. 抗酸化作用性低分子化合物の暴露 
トランスフェクションから 48時間後に以下の方法で調製した各試薬を培地中に添
加した。 
A) アスコルビン酸（分子量 176.12） 
風袋付き電子天秤を使ってエッペンドルフチューブに約 5 mg を量り取り、超純水
（Milli Q 水）を使って 100 mM になるように調製した。 
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B) メナジオン(VK3)（分子量 172.18） 
風袋付き電子天秤を使ってエッペンドルフチューブに約 5 mg を量り取り、
DMSO を使って 100 mM になるように調製した。 
C) t-ブチルヒドロキノン(tBHQ)（分子量 166.22） 
風袋付き電子天秤を使ってエッペンドルフチューブに約 5 mg を量り取り、
DMSO を使って 100 mM になるように調製した。 
 
100 mM に溶解した各試薬を、使用時に適切な濃度となるように培地を使って段
階的に希釈調製して使用した。 
 
3.3.4. 抗酸化作用性低分子化合物の暴露と MTT アッセイによる生物活性の測定 
培養細胞に抗酸化作用性化合物を添加してから 2 日後に培地交換を行なった。そ
の後に、各 well に MTT アッセイキット（ナカライ）の取扱説明書に従って試薬を
加え、ホルマザンを形成・溶解させた。マイクロプレートリーダーにて 570 nm にお
ける吸収を測定し、MTT 生物活性を数値化した。この値を細胞増殖活性とした。 
 
3.3.5. 遺伝子発現解析 
A) 細胞の処理と RNA の単離 
培養細胞に抗酸化作用性低分子化合物を暴露してから 24 時間後、12 well Plate
からアスピレーターにて培地を取り除き、TRIzol Reagent を 500 μL/well で加え、
数回ピペッティングし、細胞を溶解してエッペンチューブ中に回収し、-80℃に凍結
保存した。別の日に凍結試料を融解して、TRIzol Reagent マニュアルに従い RNA を
単離して、分光光度計により RNA 濃度を決定した。 
B) First Strand cDNA の合成 
PrimeScript® II 1st strand cDNA Synthesis Kit を使って取扱説明書に従って
First Strand cDNA（以下、cDNA）の合成を行なった。 
C) RT-PCR と電気泳動による解析 
合成した cDNAを 20-100倍希釈して目的遺伝子のプライマーを添加したGoTaq® 
Master Mix と 5 μL ずつ等量で混和し、トータル 10 μL を C1000 Touch サーマルサ
イクラーを使い、以下の条件で PCR による遺伝子増幅を行なった。 
① 95℃ 2min 
② 95℃ 10sec  
③ 55℃ 15sec 
④ 72℃ 20sec 
   ⑤ ②-④を計 X 回繰り返す。 
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
53 
                                    平成２６年１月 
サイクル数は 20-37 サイクルを検討した。またハウスキーピング遺伝子としては
β-actin (Actb)を選択し、プライマーを設計して使用した。反応後液 5-10 μL を 1.25％
アガロースゲル電気泳導で泳導し、EtBr 染色して撮影した。 
 
3.4. 結果 
3.4.1. 抗酸化作用性低分子化合物の暴露による A549 細胞の生物活性と h101F6 タンパク
質-アスコルビン酸の影響 
A) 抗酸化作用性低分子化合物への暴露と MTT 生物活性 
アスコルビン酸添加による生物活性の低下は、100 および 300 μM では h101F6
遺伝子を強制発現させた細胞と空ベクターを入れた細胞の間では差が確認されなか
った。しかし、アスコルビン酸濃度を 1 mM まで上げると、空ベクターを入れた細胞
では生物活性が 3 割程度下がり、h101F6 遺伝子を強制発現させた細胞の MTT 生物
活性は 9 割程度下がった（図 3-1A）。 
メナジオン（以下、VK3）添加による MTT 生物活性への影響を調べたところ、1
および 3 μM では h101F6 遺伝子を強制発現させた細胞と空ベクターを入れた細胞と
では影響の差が確認されなかった。しかし、メナジオン濃度を 10 μM まで上げると、
空ベクターを入れた細胞ではほとんど影響が無かったが、h101F6 遺伝子を強制発現
させた細胞の MTT 生物活性は 6 割程度下がった（図 3-1B）。 
tBHQ 添加による MTT 生物活性への影響を調べた。その結果、10 および 30 μM
ではh101F6遺伝子を強制発現させた細胞と空ベクターを入れた細胞とで影響の差が
確認されなかった。しかし、tBHQ 濃度を 100 μM まで上げると、空ベクターを入れ
た細胞ではほとんど影響が無かったのに対して、h101F6 遺伝子を強制発現した細胞
の MTT 生物活性は 4 割程度下がった（図 3-1E）。 
B) アスコルビン酸との相加効果 
h101F6 遺伝子を強制発現させた細胞のウェルに 3 μM の VK3 に加えてアスコル
ビン酸濃度を 100, 300 μM および 1 mM で暴露した。その結果、アスコルビン酸単
独での暴露では見られなかったような生物活性の低下が観察された。特に 300 μM で
は、空ベクター処理細胞ではほとんど影響が無かったのに対して、h101F6 遺伝子を
強制発現した細胞の MTT 生物活性は 6-7 割程度下がった。さらに 10 μM の VK3 で
の曝露に対しては 3 μM の VK3 を暴露した場合よりも全体的に影響が大きく、300 
mΜ のアスコルビン酸の共存在下では、空ベクター処理した細胞でも 4 割程度生物活
性が下がり、h101F6 遺伝子を強制発現させた細胞の MTT 生物活性は 8 割程度下が
った（図 3-1C および D）。 
また 10 μM の tBHQ に加えてアスコルビン酸濃度を 100, 300 μM および 1 mM
でで暴露した場合の影響も調べた。その結果、アスコルビン酸単独の暴露では見られ
なかった生物活性の減少が観察された。特に 300 μM アスコルビン酸を共添加した場
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
54 
                                    平成２６年１月 
合では、空ベクター処理した細胞ではほとんど影響が無かったが、h101F6 遺伝子を
強制発現させた細胞の生物活性は 6-7 割程度下がった（図 3-1F）。ただし、30 μM の
tBHQ とアスコルビン酸とを共添加した場合では、全体的な MTT 生物活性の低下が
見られた（図 3-1G）。 
 
3.4.2. h101F6 遺伝子の強制発現と抗酸化作用性低分子化合物の暴露による HO-1 遺伝子発
現の解析 
(A) tBHQ 添加による HO-1 遺伝子の発現誘導と h101F6-アスコルビン酸の影響 
10 μM tBHQ を A549 細胞の培地中に添加することにより HO-1 遺伝子の発現
誘導が確認された。またそこに 300 μM のアスコルビン酸が加わることで、HO-1
遺伝子の発現量がさらに増加した（図 3-2（A））。 
(B) h101F6 遺伝子の強制発現と hKeap1 遺伝子強制発現の影響 
hKeap1 遺伝子を強制発現させた条件の下では、h101F6-アスコルビン酸の組み
合わせによる HO-1 遺伝子の発現量増加は確認されなかった（図 3-2（B））。 
 
3.4.3. h101F6あるいはhCYB561D1遺伝子の強制発現とアスコルビン酸暴露によるCHOP
並びに GADD34 遺伝子発現解析 
 h101F6 遺伝子を強制発現させた条件下では、300 μM のアスコルビン酸を添加後
24 時間で転写調節因子 eIF2α下流の CHOP 並びに GADD34 遺伝子の発現量の上昇
が確認された。1 mM のアスコルビン酸添加でも GADD34 遺伝子の発現量上昇が確
認された。一方 hCYB561D1 遺伝子の強制発現条件下においては、300 μM でのアス
コルビン酸添加においてCHOP並びにGADD34遺伝子の発現量上昇が確認されなか
ったが、1 mM のアスコルビン酸添加では CHOP 並びに GADD34 遺伝子の発現量の
上昇が確認された（図 3-3）。 
 
3.4.4. h101F6 タンパク質の発現局在 
 pcDNA3.1にTOPOクローニングした 101F6遺伝子のN末側およびC末側それぞ
れに EmGFP 遺伝子を間にリンカー配列（(G4S)3）を挿入し、ER ターゲットマーカ
ーである pER-mKO1 と同時に A549 細胞に一過性発現した（13）。結果、蛍光顕微
鏡によるマーカーとの同時発現が観察された細胞では、ER ターゲットマーカーと C
末側および N 末側 EmGFP 融合型 101F6 タンパク質が同じ局在を示した（図 3-4）
（13）。 
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3.5. 考察  
3.5.1. 抗酸化作用性低分子化合物への暴露による細胞増殖抑制効果 
 h101F6 遺伝子欠損および hKeap1 ヘテロ変異（G333C）株であるヒト由来 A549
細胞に h101F6 遺伝子を強制発現させた後、アスコルビン酸と親電子性物質・抗酸化
物質である tBHQ を同時に A549 細胞に暴露した。2 日後に MTT 生物活性に基づく
細胞増殖を測定した結果、アスコルビン酸単独での細胞増殖抑制効果、アスコルビン
酸と tBHQ による相加的な細胞増殖抑制効果が観察された。同様な細胞増殖への抑制
効果は、アスコルビン酸とメナジオンとの組み合わせでも観測された。相加的な細胞
増殖抑制効果の発現にはh101F6遺伝子の強制発現が必ずしも必須というわけでは無
いが、その効果を顕著に促進しているのは明かであった。 
 
3.5.2. h101F6-アスコルビン酸の組み合わせによる HO-1 遺伝子の誘導について 
h101F6-アスコルビン酸の組み合わせは 10 μM tBHQ 添加による A549 細胞での
HO-1 遺伝子の発現誘導を増強した。しかし、同時に hKeap1 遺伝子を強制発現させ
た場合は、そのような効果が見られなかった（図 3−2 (A, B)）。この実験結果から
h101F6-アスコルビン酸の組み合わせによる HO-1 遺伝子の発現増強効果は良く知ら
れている hKeap1 タンパク質が結合することによる転写因子 Nrf2 活性の抑制に関わ
るものではないと考えられた。一方、転写因子 Nrf2 は ER 小胞体膜に存在する活性
化型 PERK タンパク質によってもリン酸化されることで活性化することが知られて
いる。PERK タンパク質は小胞体ストレスによって ER 小胞体膜中において自己リン
酸化して活性化することが知られている。PERK タンパク質と同じく、h101F6 タン
パク質も ER 小胞体膜中に局在すること（13, 14）（図 3-4）から、h101F6 タンパク
質が PERK タンパク質の活性化に促進的な役割を果たしたのかもしれない。すなわ
ち h101F6-アスコルビン酸の組み合わせによって、直接もしくは（小胞体ストレス経
路により）間接的に活性化された PERK タンパク質が転写因子 Nrf2 をリン酸化し、
tBHQ 添加による HO-1 遺伝子の発現を増強したという可能性である（図 3-5(A)）。
また hKeap1 遺伝子の強制発現下では、tBHQ を添加することによって転写因子
Nrf2 の hKeap1 タンパク質からの解放が部分的にとどまるため、hKeap1 タンパク
質からの解放された転写因子 Nrf2 は他の経路（プロテインキナーゼ C）によって十
分に活性化される量であったのかもしれない。このように考えると、hKeap1 遺伝子
の強制発現下では、h101F6-アスコルビン酸の組み合わせによる HO-Ⅰ遺伝子の発現
誘導の強化が観察されなかったことを説明できる（図 3-5(B)） 
 
3.5.3. h101F6-アスコルビン酸の組み合わせによる PERK タンパク質の活性化について 
小胞体ストレスにより ER 膜に存在する PERK タンパク質が活性化すると、下流
の翻訳開始因子である eIF2α がリン酸化を受けてタンパク合成の全体的な調節を行
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うと共に、CHOP および GADD34 遺伝子の発現量上昇が起こることが知られている
（21）。CHOP タンパク質は細胞にアポトーシスを誘導することが知られている（22）。
また GADD34 は PP1a と結合し、翻訳開始因子 eIF2a のリン酸化からすみやかに回
復することで、タンパク質翻訳のシャットオフからの回避に働く（23）。いずれの遺
伝子の発現量の増加もPERK タンパク質の活性化を見積もる上で有用な指標となる。 
本実験において、h101F6 あるいは hCYB561D1 遺伝子の強制発現下でアスコル
ビン酸を暴露すると上述のCHOPおよびGADD34遺伝子のいずれについてもその発
現量上昇が確認された（図 3-3）。すなわち強制発現させた 101F6 タンパク質は、ア
スコルビン酸を介して小胞体ストレスを引き起こし、PERK タンパク質の活性化を導
くことが示された。これにより CHOP タンパク質の発現誘導が導かれ、最終的にプ
ログラム細胞死に導くことになると考えられる。興味深いことには、101F6 のホモロ
グである CYB561D1 タンパク質を強制発現させた場合でもほぼ共通のメカニズムで
CHOP タンパク質の発現誘導が導かれることである。ただし両者の間でアスコルビン
酸濃度に関する依存性が異なっていた。その原因としては 101F6 と CYB561D1 タン
パク質の一次構造の違いに由来するアスコルビン酸への親和性の差違に起因すると
考えられる（第 4 章に詳細を記載）。CYB561D1 タンパク質を強制発現させた場合に
も、最終的にその細胞のプログラム細胞死にまで導く事ができるのかどうかという確
認は未だ行われていないが、非常に興味深い結果である。 
 
3.5.4. h101F6-アスコルビン酸の組み合わせによるがん抑制メカニズムについて 
細胞のがん化は、その初期段階においてゲノム複製異常等による遺伝子の欠損や
変異が引き金となって起こる。小胞体ストレスは、小胞体内に異常なタンパク質が蓄
積した状態で引き起こされる。小胞体ストレスセンサーとして知られる IRE1α・
ATF6・PERK タンパク質等はこれらの異常を感知して，細胞質あるいは最終的には
核内にシグナルを伝達し、タンパク質の発現抑制や折りたたみ不完全タンパク質等の
分解を促進する（図 3-6）（24）。正常な細胞においては、これらの対応が追いつかな
い程のストレスが負荷されると、細胞はアポトーシスあるいはオートファジーによる
細胞死を選択する。がん細胞はこのアポトーシスへの誘導を何らかの方法で回避する
ことによって生存し続けている状態と考えられる。例えば固形がんの深部においては、
グルコースの供給が枯渇した環境下において致死的な代謝ストレスが起こり、常に細
胞死の危険にさらされているにも関わらず、がん細胞はアポトーシスを回避して生存
し続けている（25）。 
また小胞体ストレスに続いて起こるオートファジー現象は、恒常的なものであり、
進化的には古くから保存された細胞内プロセスである。オートファジーは細胞質成分
を巻き込みながらオートファゴソームとして知られる脂質二重膜を形成する。さらに、
古くなった細胞内小器官やタンパク質凝集体がオートファゴソーム内に捕捉される。
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その後、リソソームと融合することによって内容物が分解される（26）（図 3-6）。が
ん細胞では自身の速い細胞増殖に関連する代謝ダメージの増加やそれにともなって
発生する細胞性のストレスに対応するためにオートファジーのプロセスが活性化さ
れている（27）。一方で、オートファジーに必要不可欠な Beclin 1 タンパク質遺伝子
は、乳がん、卵巣がん、前立腺がんの 40-75％で単一対立遺伝子欠損（Monoallelic loss）
が認められ、オートファジーがこれらの細胞のがん化に予防的な役割を担っている可
能性が示されている（28）。すなわちオートファジーは、正常細胞および早期の発が
ん性形質転換では腫瘍抑制性に働くのに対して、一旦、確立された腫瘍に対しては重
要な生存経路として働くという二面性を持つと考えられている（27）。 
このように小胞体ストレスとそれに続くオートファジーという高度に制御された
プロセスとがん細胞の関係は様々な要素が複雑に相互作用しているため、一面だけを
とらえただけではすべてを説明することはできない。それを承知の上で、敢えて小胞
体ストレスの感知システムに異常が起きた場合を想定してみる。細胞のがん化初期段
階においては、細胞自身の分裂・増幅に必要性のためにタンパク質を異常に生産し続
けることで大量の ROS を生産（29）し続けるだけでなく、101F6 遺伝子の欠損が
PERK タンパク質の活性化による転写因子 Nrf2 のリン酸化を抑制する、あるいは
Keap1 タンパク質の変異によって転写因子 Nrf2 を積極的にユビキチン化することに
より、結果として酸化ストレス応答は鈍化される。このような酸化ストレスに対する
応答が鈍化した状態で、自身の増殖に必要なタンパク質の産出等により大量に生産さ
れる活性酸素種 ROS が、他のがん抑制にかかわる遺伝子、脂質、タンパク質分子の
損傷を次々と引き起こす原因となることを想像するのは容易である。あくまで可能性
の一つとしてではあるが、h101F6 遺伝子の損失は、小胞体ストレスの感知機能を担
うタンパク質の酸化還元に伴うタンパク質立体構造変化に異常を発生させ、結果とし
て、ER 小胞体内で生じる活性酸素種が早期の細胞のがん化を助長する方向に働いた
と考えることができるかもしれない（図 3-6）。   
例えば小胞体ストレスセンサーATF6 は非ストレス環境では分子内あるいは分子
間でジスルフィド結合を形成しているが、還元剤を投入することで小胞体ストレスが
活性化するとの報告がある（30）。また別の小胞体ストレスセンサーとして知られる
IRE1α や ATF6 及び PERK タンパク質はいずれも還元剤（DTT やホモシステイン）
によってタンパク質内のジスルフィド結合を阻害することで UPR（unfolded protein 
response）による小胞体ストレスを感知して活性化されるとされる（31, 32）。これ
らの実験的事実からも、h101F6 タンパク質が細胞質側のアスコルビン酸から電子を
受け取って小胞体内のモノデヒドロアスコルビン酸ラジカルかあるいは未知の電子
供与体を還元し、小胞体ストレスセンサーIRE1α・ATF6・PERK タンパク質の直接
的あるいは間接的な還元を介した UPR による活性化を引き起こすことに寄与してい
ると考えることができる。 
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多くのヒト肺がん細胞で見られる様な 101F6 遺伝子の欠損等による初期の異常は、
もともとは正常だった小胞体内の酸化ストレス応答に鈍化を引き起こし、PERK タン
パク質下流の抗酸化遺伝子群の発現やファゴサイトーシス形成能は抑制されると考
えられる。また放置された酸化ストレスによってがん化イベントが促進されたと考え
られる。ところが 101F6 遺伝子が欠損したがん細胞に人為的に 101F6 遺伝子を強制
発現させてやると、小胞体における酸化ストレス応答が正常化され、過剰なタンパク
質の発現によって発生している小胞体ストレスに応答する PERK タンパク質の活性
化も正常に働くようになったと考えられる。その結果、PERK タンパク質下流の翻
訳開始因子 eIFα のリン酸化が起こり，がん細胞は増殖抑制やオートファジーあるい
はアポトーシスによる細胞死を引き起こしたと考えることができる（図 3-7）。 
 
 
3.6. 結論 
今回の研究では、h101F6-アスコルビン酸の組み合わせが Nrf2/Keap1 を通じた酸
化ストレス応答へ及ぼす影響を調べることにより、h101F6-アスコルビン酸の組み合わ
せが小胞体膜に存在する PERK タンパク質による小胞体ストレス応答を介した転写因
子 Nrf2 の活性化を引き起こしている可能性を見出した。 
さらにh101F6タンパク質がアスコルビン酸を介してPERKタンパク質を活性化す
ることを PERK タンパク質の下流の遺伝子の発現増加を確認することで示すことがで
きた。一方、h101F6 タンパク質のホモログである CYB561D1 タンパク質についても、
h101F6 タンパク質より高濃度のアスコルビン酸を要したが、同様な機構で PERK タ
ンパク質を活性化することを示した。 
還元剤の添加による UPR が小胞体ストレスを引き起こすという報告があることか
ら、101F6 および CYB561D1 タンパク質は細胞質アスコルビン酸に由来する電子を小
胞体内へ供給し、未知のタンパク質・酵素の UPR を介して小胞体ストレスを発生させ
ることでがん細胞をアポトーシスやオートファジーに導くと考えられた。 
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
59 
                                    平成２６年１月 
（参考文献） 
1. Lerman M I, and Minna J D. (2000) The 630-kb lung cancer homozygous deletion 
region on human chromosome 3p21.3: identification and evaluation of the resident 
candidate tumor suppressor genes. Cancer Res. 60, 6116-6133. 
2. Mizutani A, Sanuki R, Kakimoto K, Kojo S, Taketani S. (2007) Involvement of 
h101F6, a homologue of cytochrome b561, in the reduction of ferric ions. J Biochem. 
142, 699-705. 
3. Ji L, Nishizaki M, Gao B, et al. (2002) Expression of several genes in the human 
chromosome 3p21.3 homozygous deletion region by an adenovirus vector results in 
tumor suppressor activities in vitro and in vivo. Cancer Res. 62, 2715-2720. 
4. Ohtani S, Iwamaru A, Deng W, Ueda K, Wu G, Jayachandran G, Kondo S, Atkinson 
EN, Minna JD, Roth JA, Ji L. (2007) Tumor Suppressor h101F6 and Ascorbate 
Synergistically and Selectively Inhibit Non–Small Cell Lung Cancer Growth by 
Caspase-Independent Apoptosis and Autophagy. Cancer Res. 67, 6293-6303. 
5. Savini I, Rossi A, Pierro C, Avigliano L, Catani MV. (2008) SVCT1 and SVCT2: key 
proteins for vitamin C uptake. Amino Acids. 34, 347-355. 
6. Meister A. (1994) Glutathione-ascorbic acid antioxidant system in animals               
J Biol Chem. 269, 9397-9400 
7. Rumsey SC, Daruwala R, Al-Hasani H, Zarnowski MJ, Simpson IA, Levine M. 
(2000) Dehydroascorbic acid transport by GLUT4 in Xenopus oocytes and isolated 
rat adipocytes. J Biol Chem. 275, 28246-28253. 
8. Nualart FJ, Rivas CI, Montecinos VP, Godoy AS, Guaiquil VH, Golde DW, Vera JC. 
(2003) Recycling of vitamin C by a bystander J Biol Chem. 278, 10128-10133. 
9. Meister A. (1994) Glutathione-ascorbic acid antioxidant system in animals. J Biol 
Chem. 269, 9397-9400.   
10. Recuenco MC, Fujito M, Rahman MM, Sakamoto Y, Takeuchi F, Tsubaki M. (2008) 
Functional expression and characterization of human h101F6 protein, a homologue 
of cytochrome b561 and a candidate tumor suppressor gene product. Biofactors. 34, 
219-230. 
11. Recuenco MC, Rahman MM, Sakamoto Y, Takeuchi F, Hori H, Tsubaki M. (2013) 
Functional characterization of the recombinant human tumour suppressor h101F6 
protein, a cytochrome b(561) homologue. J Biochem. 153, 233-242 
12. Recuenco MC, Rahman MM, Takeuchi F, Kobayashi K, Tsubaki M. (2013) Electron 
Transfer Reactions of Candidate Tumor Suppressor h101F6 Protein, a Cytochrome 
b561 Homologue, with Ascorbate and Monodehydroascorbate Radical. Biochemistry. 
52, 3660-3668. 
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
60 
                                    平成２６年１月 
13. 山添貴子（2012）ヒト癌抑制タンパク質候補 101F6 の細胞内局在解析  
神戸大学理学部化学科卒業論文 , 1-37 
14. Mizutani A, Sanuki R, Kakimoto K, Kojo S, Taketani S. (2007) Involvement 
of h101F6, a homologue of cytochrome b561, in the reduction of ferric ions. J 
Biochem. 142, 699-705.  
15. Niture SK, Khatri R, Jaiswal AK. (2014) Regulation of Nrf2-an update. Free Radic 
Biol Med. 66, 36-44. 
16. Singh A, Misra V, Thimmulappa RK, Lee H, Ames S, Hoque MO, Herman JG, 
Baylin SB, Sidransky D, Gabrielson E, Brock MV, Biswal S. (2006) Dysfunctional 
KEAP1-NRF2 interaction in non-small-cell lung cancer. PLoS Med. 10, e420.  
17. Cullinan SB, Zhang D, Hannink M, Arvisais E, Kaufman RJ, Diehl JA.(2003) Nrf2 
Is a Direct PERK Substrate and Effector of PERK-Dependent Cell Survival. Mol 
Cell Biol. 20, 7198-7209. 
18. Cullinan SB, Diehl JA.(2006) Coordination of ER and oxidative stress signaling: the 
PERK/Nrf2 signaling pathway. Int J Biochem Cell Biol. 3, 317-332. 
19. Geraghty P, Wallace A, D'Armiento JM. (2011) Induction of the unfolded protein 
response by cigarette smoke is primarily an activating transcription factor 4-C/EBP 
homologous protein mediated process. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis. 6, 
309-319. 
20. Novoa I, Zeng H, Harding HP, Ron D. (2001) Feedback inhibition of the unfolded 
protein response by GADD34-mediated dephosphorylation of eIF2alpha. J Cell Biol. 
153, 1011-1022. 
21. Umareddy I, Pluquet O, Wang QY, Vasudevan SG, Chevet E, Gu F. (2007) Dengue 
virus serotype infection specifies the activation of the unfolded protein response. 
Virol J. 4, 91 
22. Oyadomari M, Mori M. (2004) Roles of CHOP/GADD153 in endoplasmic reticulum 
stress Cell Death Differ. 11, 381-389. 
23. Matthew H. Brush, Douglas C. Weiser, and Shirish Shenolikar.(2003) Growth 
Arrest and DNA Damage-Inducible Protein GADD34 Targets Protein Phosphatase 
1 to the Endoplasmic Reticulum and Promotes Dephosphorylation of the Subunit of 
Eukaryotic Translation Initiation Factor 2  Mol Cell Biol. 4, 1292-1303. 
24. Tsang KY, Chan D, Bateman JF, Cheah KS. (2010) In vivo cellular adaptation to ER 
stress: survival strategies with double-edged consequences. J Cell S00ci. 123, 
2145-2154.  
25. Huber AL, Lebeau J, Guillaumot P, Pétrilli V, Malek M, Chilloux J, Fauvet 
F, Payen L, Kfoury A, Renno T, Chevet E,Manié SN. (2013) p58(IPK)-mediated 
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
61 
                                    平成２６年１月 
attenuation of the proapoptotic PERK-CHOP pathway allows malignant 
progression upon low glucose. Mol Cell. 49, 1049-1059. 
26. Zhineng J Y, Cheng E C, Shengbing H, and Frank A. (2011) SinicropeThe Role of 
Autophagy in Cancer: Therapeutic Implications Mol Cancer Ther. 10, 1533-1541. 
27. Degenhardt K, Mathew R, Beaudoin B, Bray K, Anderson D, Chen G, Mukherjee C, 
Shi Y, Gélinas C, Fan Y, Nelson DA, Jin S, White E. (2006) Autophagy promotes 
tumor cell survival and restricts necrosis, inflammation, and tumorigenesis. Cancer 
Cell. 10, 51-64.  
28. Qu X, Yu J, Bhagat G, Furuya N, Hibshoosh H, Troxel A, Rosen J, Eskelinen EL, 
Mizushima N, Ohsumi Y, Cattoretti G, Levine B. (2003) Promotion of tumorigenesis 
by heterozygous disruption of the beclin 1 autophagy gene.  J Clin Invest. 112, 
809-820.   
29. Malhotra JD, Kaufman RJ. (2007) Endoplasmic reticulum stress and oxidative 
stress: a vicious cycle or a double-edged sword? Antioxid Redox Signal. 9, 
2277-2293.  
30. Nadanaka S, Yoshida H, Mori K. (2006) Reduction of disulfide bridges in the 
lumenal domain of ATF6 in response to glucose starvation. Cell Struct Funct. 31, 
127-134. 
31. DuRose JB, Tam AB, Niwa M. (2006) Intrinsic capacities of molecular sensors of the 
unfolded protein response to sense alternate forms of endoplasmic reticulum stress. 
Mol Biol Cell. 17, 3095-3107. 
32. Zhang C, Cai Y, Adachi MT, Oshiro S, Aso T, Kaufman RJ, Kitajima S. (2001) 
Homocysteine induces programmed cell death in human vascular endothelial cells 
through activation of the unfolded protein response. J Biol Chem. 276, 
35867-35874. 
  
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
62 
                                    平成２６年１月 
 
図 3-1 h101F6 遺伝子強制発現と抗酸化作用性低分子化合物による 
A549 細胞の生物活性抑制効果 
 
5000 cells/well の細胞濃度にて 96 well plate に A549 細胞を播種し，24 時間後に
pcDNA3.1/h101F6 と pcDNA3.1/empty をそれぞれのプレートに加えトランスフェクショ
ンした。播種から 48 時間後に各抗酸化作用性低分子化合物試薬を添加した。添加からさら
に 2 日後に培地交換を行なった後に各 well に MTT アッセイキット（ナカライ）の取扱説
明書に従ってホルマザンを形成・溶解させた。プレートリーダーにて 570 nm での吸収を測
定し，MTT 生物活性を数値化した。 
A はアスコルビン酸単独添加の生物活性への影響を観察した。B はメナンジオン単独添加
の生物活性への影響を観察した。E は tBHQ 単独添加の生物活性への影響を観察した。 
C,D は 3 μM または 10 μM メナジオン存在下でアスコルビン酸濃度を変化させた際の生
物活性への影響を観察した。F,G は 10 μM または 30 μM tBHQ 存在下でアスコルビン酸濃
度を変化させた際の MTT 生物活性への影響を観察した。 
menadione (μM) 
menadione(ntcr), n=3   
menadione(101F6), n=3   
 
menadione(ntcr), n=3   
menadione(101F6), n=3   
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神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
63 
                                    平成２６年１月 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-2 h101F6 遺伝子の強制発現と抗酸化作用性低分子化合物による 
HO-Ⅰ遺伝子発現誘導 
 
 Keap1 遺伝子が G333C にヘテロ変異した A549 細胞（Nrf2 が常に部分的に遊離してい
る状態）で、A549細胞に300 μMアスコルビン酸と10 μM tBHQを添加したときの、h101F6
遺伝子の強制発現による HO-1 遺伝子の発現誘導の効果（A）。hKeap1 遺伝子を強制発現
したときの HO-1 遺伝子発現への効果（B）。バンドの強度は Image J フリーソフトウェア
により数値化した。各遺伝子の数値は輝度であり、1 ピクセルあたり 0-255 までの整数（256
段階）によるバンドエリアあたりの平均値である。 
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図 3-3 h101F6 および CYB561D1 遺伝子の強制発現が 
CHOP および GADD34 遺伝子発現誘導へ及ぼす効果 
 
h101F6あるいはCYB561D1遺伝子をトランスフェクションによりそれぞれ強制発現し、
48 時間後に 300 μM あるいは 1 mM でアスコルビン酸（AAs）を添加した。添加後 24 時
間でトライゾールにより total RNA を抽出して cDNA を合成し，CHOP および GADD34
遺伝子の発現誘導を確認した。バンドの強度は Image J フリーソフトウェアにより数値化
した。各遺伝子の数値は輝度であり、1 ピクセルあたり 0-255 までの整数（256 段階）によ
るバンドエリアあたりの平均値である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
101F6 
CYB561D1 
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図 3-4 h101F6 タンパク質の細胞内局在 
A549 細胞を使って、（A）pcDNA3.1/h101F6-EmGFP、（B）（A）と同時発現した ER
ターゲットマーカー（pER-mKO1）、（C）pcDNA3.1/EmGFP-h101F6、（D）（C）と同時
発現した ER ターゲットマーカー（pER-mKO1）、をそれぞれ一過性に発現させ、蛍光顕微
鏡で撮影した。いずれもターゲットマーカーと同じ場所、すなわち ER 小胞体に発現が確認
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（A） （B） 
（C） （D） 
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 図 3-5 h101F6 タンパク質のがん抑制メカニズムモデル 
（A）h101F6 タンパク質とアスコルビン酸（AAs）の組み合わせが直接的あるいは間接
的にPERKを活性化することでARE応答するという仮説。（B）A549細胞における Keap1
遺伝子の強制発現によって、一部の Nrf2 しか遊離しなくなり、遊離した Nrf2 は PERK
によるリン酸化を十分に受けて抗酸化遺伝子群の転写を活性化する。Keap1 遺伝子を強制
発現している場合は h101F6 タンパク質とアスコルビン酸（AAs）の組み合わせによる影
響が小さいが、Keap1 遺伝子を強制発現していない場合は h101F6 タンパク質とアスコル
ビン酸（AAs）の組み合わせの影響を受ける。  
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           図 3-6 小胞体ストレスとオートファジー 
過剰なタンパク質の発現、小胞体内の酸化還元状態の異常、ROS の異常発生等から、小
胞体ストレスが発生し、小胞体膜上の PERK 等のセンサーが感知してオートファゴサイト
ーシスの形成を促進する。小胞体ストレス誘導性オートファジーは小胞体ストレスから細
胞を保護すると考えられている。 
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 図 3-7 101F6 タンパク質とがん抑制メカニズムモデル 
 
101F6 タンパク質が小胞体内レドックスセンサー機能を持つとし、酸化ストレスによっ
て PERK を活性化する機能を持つと仮定した場合における、101F6 タンパク質のがん抑制
メカニズムの仮説を示した。一つは正常細胞において 101F6 遺伝子の発現に異常が発生し
た際の細胞のがん化について示してあり青色枠で囲った。もう一つは、101F6 遺伝子を失
っているがん細胞において 101F6 遺伝子の再導入・再発現とアスコルビン酸（AAs）の暴
露によって細胞増殖抑制と細胞死が引き起こされるという仮説であり赤色枠で囲った。 
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表 3.1 プライマー一覧 
 
番号 名称 配列 対象遺伝子 
1 hActb S1  AAATCGTGCGTGACATTAAGGAGA  
β-actin
（human） 
2 hActb A1  ATGATGGAGTTGAAGGTAGTTTCG  
3 HO-1 rt S1  TTCCTGCTCAACATCCAGCTCTTTG  
HO-1 
（human） 
4 HO-1 rt A1 TACAGCAACTGTCGCCACCAGAAAG 
5 h101F6-RT-S1 ACCCGGTGCTTATGTCTTTG 101F6 
（human） 
6 h101F6-RT-A1 AAGCTGCTCTTTGTGGAGGA 
7 hb561-3-RT-S1 GAGCTGCCTCATCTGGTGTC CYB561D1 
（human） 
8 hb561-3-RT-A1 ACGAAGACCCGTACATGAGT 
9 GADD34_F CTGGAGAGGACAGAGAAACA GADD34 
（human） 
10 GADD34_R CCTTGCAGTGTCCTTATCAG 
11 CHOP_F ATGAAAATGGGGTACCTATG CHOP
（human） 12 CHOP_R CTCGACTGGAATCTGGAGA 
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第4章 酵母 Pichia pastoris発現系による CYB561D1 タンパク質の大量発現・精製・解析 
4.1. 要約 
CYB561D1タンパク質はその一次構造の比較から 101F6タンパク質と同じEグループ
に属する。101F6 タンパク質についてはアルコール資化性酵母 Pichia pastoris発現系で
の大量発現及び精製方法が確立されており、生物物理学的、生化学的な解析が進んでい
る。101F6 タンパク質の生理機能解析を進める上で、その最も類縁のタンパク質である
CYB561D1 タンパク質の特性について解析し理解することは、101F6 タンパク質の機能解
析を進める上で非常に重要である。 
アルコール資化性酵母 Pichia pastoris発現系での大量発現系の構築の際には、目的
遺伝子は pPICZ-Bベクター中にある AOX-1プロモーターを利用した相同組み換えによっ
て、酵母のゲノム中に取り込まれる事になる。アルコール資化性酵母発現系において異種タ
ンパク質の発現量を決める重要な要素の 1つは、ゲノム上に組み込まれた目的遺伝子のコ
ピー数である。よって、寒天培地上に形成される形質転換株コロニーの選択においては、目
的遺伝子を保持した pPICZ-Bプラスミドをゲノム中に多数取り込んだ酵母コロニーを選択
する必要がある。pPICZ-Bベクター中には抗生物質 Zeocinに対する耐性遺伝子が挿入さ
れている。通常のコロニー選択操作においては単純に Zeocin耐性の有無を目安に行って
いる。そこで本研究では、単に Zeocin耐性の有無のみを指標としてコロニー選択をするの
ではなく、寒天培地上に形成された酵母コロニー中の酵母ゲノム中に取り込まれた
CYB561D1遺伝子のコピー数を半定量的 PCR を利用して推定・比較することにより、高効
率で CYB561D1 タンパク質の高発現株を選択する系を考案した。 
pPICZ-B/b561-3SH（CYB561D1-His6）プラスミドを Pichia コンピテント細胞に形質転
換した後、高 Zeocin濃度で培養を続けることにより、高濃度 Zeocinに耐性を持つ 33個の
コロニーを形成させた。小スケールでそれぞれを液体培養し、各コロニーよりゲノム DNAを
抽出した。ゲノムに対して CYB561D1遺伝子及び内部標準として 2つの遺伝子（Actin遺
伝子、18S ribosomal RNA遺伝子）を用いてこれらに特異的なプライマーを用いた半定量
的PCRを行い、PCR産物のアガロースゲル電気泳動上の濃度からゲノム中のCYB561D1
遺伝子のコピー数を推定・比較した。こうしたスクリーニング操作で得られたゲノム中のコピ
ー数が高いコロニー株 5株を選択し、小スケールで発現誘導して比較することで、最終的に
CYB561D1 タンパク質の高発現株を取得することできた。 
このようにして得られた高発現株を液体培地中で高密度培養し、集菌後、ミクロソーム分
画を調製した。ミクロソーム分画に対して、マイルドな界面活性剤である sucrose 
monododecanoateを用いることにより、CYB561D1タンパク質を可溶化・精製した。精製タ
ンパク質は、cytocrome b561 タンパク質ファミリーのメンバーとして典型的な可視吸光スペ
クトルを有していたが、101F6を含めた他のメンバーとは 3つの異なる特徴を持っていた。
すなわち、①ダイマー、トライマー、等のオリゴマーを形成する傾向が強いこと、②酸化型の
EPR解析において、通常では見られない rhombic 型high-spinシグナルが見られたこと、
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③モノデヒドロアスコルビン酸ラジカルとの反応性が非常に遅いことであった。これらの際だ
った特性は 101F6タンパク質のがん抑制活性を理解する上で非常に重要であると考えられ
た。さらに、より一般的には、膜を介した電子伝達活性を持つ cytochrome b561タンパク質フ
ァミリーの生理的役割を理解する上でも非常に重要であると考えられた。 
 
4.2. 緒言 
CYB561D1遺伝子（別名：b561-3 遺伝子）はヒト染色体の1p13.3領域に8897 bpにわ
たって存在し、6回膜貫通型の疎水性のタンパク質をコードしている。この膜貫通型タンパク
質は非共有結合によって2つのヘムを有する cytochrome b561タンパク質ファミリーのメン
バーである（1）。データベース検索によると、選択的スプライシングにより少なくとも3種 
（UniProtKB; http://www.uniprot.org/）ないしは5種（GenBank database; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）のアイソフォームがあると予測されている。UniProtKBに
登録されている、229アミノ酸残基から構成されるアイソフォームの一つ
(UniProtKB/Swiss-Prot; Q8N8Q1-1，理論分子量25,424 Da)が正規型と考えられており
（図4-1）、他の2種はヘム鉄との非共有型結合に必要なヒスチジン残基を有する4つのへリッ
クスが欠失していることからcytochrome b561タンパク質としての機能は持たないと考えられ
る（図4-1）。正規型のCYB561D1タンパク質は、がん抑制遺伝子産物と想定されている
101F6タンパク質（2,3）と相同性が最も高く、神経内分泌小胞型やその他の3種の
cytochrome b561タンパク質ファミリーのメンバーとは系統発生的にかなり異なっている（図
4-2,3）。そのため、正規型のCYB561D1タンパク質は、cytochrome b561タンパク質ファミリ
ーの7つのサブファミリーに分けた中では、h101F6タンパク質と同じグループEに分類され
ている（1）。正規型のCYB561D1タンパク質の生理機能については現時点で不明であるが、
同じグループに属するh101F6や他のメンバーと同様（4-6）に、アスコルビン酸から電子を
受け取り、モノデヒドロアスコルビン酸ラジカルに電子を供給する膜を介した電子伝達機構を
保持していると考えられる。また上述したCYB561D1遺伝子による選択的スプライシングバ
リアントの生物学的意義については、現段階では分かっていない。 
Cytochrome b561タンパク質ファミリーの構造機能解析あるいは細胞内･組織内における
機能解析を行なうために、これまで様々な方法で精製タンパク質の取得方法が試みられた。
最も研究が進んでいるAグループのb561タンパク質の場合は、ウシの副腎から大量精製を
行う事が可能であった。これはウシ副腎髄質のクロマフィン顆粒膜(神経内分泌小胞膜)にお
いて b561 タンパク質が大量に発現しているためであった。しかし、今回のターゲットである
CYB561D1 タンパク質は生体内で実際に発現している臓器が不明であり、おそらくその発
現量も非常にわずかであることが推定された。よって動物の臓器等から同様な方法で精製
するのは容易でないと考えられた。 
一方、近年の分子生物学的技術の進展により、目的とするタンパク質を得る方法として
様々な遺伝子の異種発現システムが利用されるようになった。しかし典型的な膜タンパク質
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である cytochrome b561タンパク質ファミリーは、水溶性タンパク質を発現させる場合の第一
の選択肢であり最も容易な遺伝子発現システムである大腸菌を使った発現系を利用する事
は困難であると予想された。これは、膜タンパク質の発現部位である ER小胞体等の膜構造
を持つ細胞内小器官が大腸菌には存在しないためである。発現条件を工夫する事により、
大腸菌の細胞膜中に発現出来る可能性はあるが、高等動物の膜貫通型タンパク質を大腸
菌細胞膜において発現させた例は非常に少ない。可溶性領域の一部ならともかくも、膜貫
通領域を含めた全体構造あるいは機能を保持した状態で発現できた例は非常にわずかで
あると思われる。  
Cytochrome b561ファミリー遺伝子の全体を含む形で遺伝子発現系を利用した例として
は、膜タンパク質発現の場としての細胞膜を有するアフリカツメガエルの卵母細胞（7）、昆虫
細胞（sf9）（8,9）、そして Saccharomyces cerevisiae （10-13）と Pichia pastoris 
（8,14-16）2種類の酵母を利用した発現系がある。最近の報告では、大腸菌を利用して
cytochrome b561 タンパク質ファミリーの 1つDcytbを発現したという報告がある（17-20）が、
非常に熟練した分子生物学的技術が必要であり、成功するには膨大な時間を必要とする。 
CYB561D1 タンパク質と同じ Eグループに属する h101F6 タンパク質については、メタ
ノール資化性酵母 Pichia pastorisでの発現と His タグを利用した精製システムにより、
様々な解析に利用可能なサンプル量を得ることができたという実績がある（16,21）。そこで
本研究においては、これと同様の方法で正規型の CYB561D1 タンパク質の発現・精製・解
析を行なうこととした。 
メタノール資化性酵母 Pichia pastoris発現系（22,23）では、酵母細胞内に導入された
pPICZ-Bプラスミドがほぼ丸ごと宿主のゲノム中に組み込まれる。この際、pPICZ-Bプラスミ
ド中の AOX1 プロモーター配列とゲノム中の AOX1配列との間の相同組み換えが起こるこ
とにより、ゲノム中に組み込まれる事になる。この際、ゲノムの同一部位に pPICZ-Bプラスミ
ドがタンデムに、あるいはさらに数多く連続して組み込まれる場合があり、このような株では
目的遺伝子の数が増えることになり、その結果、その遺伝子の発現量が高くなると考えられ
る。このような高コピー数を有する高効率発現株は、当然ながらpPICZ-Bベクターに元々保
持されていた Zeocin耐性遺伝子のコピー数も多くなるので、高い抗生物質濃度に対する抵
抗性が生じ、高濃度 Zeocinでのセレクションを行なうことで効率よくコロニー選択ができるは
ずである。しかし、実際には、このようにして選択した高濃度Zeocin耐性のコロニー株からの
目的タンパク質の発現・精製工程の初期段階において、簡便に目的遺伝子コピー数を調べ
る方法がないために、多くのケースでは、時間をかけて実際にある程度の培養スケールで発
現誘導実験を行い、精製の途中段階で発現タンパク質の活性を確認するという操作を行っ
ている。この段階にまで到達することで初めて発現量の多い少ないが判断される。すなわち、
高発現株が得られるまでは、形質転換から大量発現までの操作（多くの場合、数週間を要
する）を何度も繰り返し、運が悪ければ半年から数年間をこの試行錯誤の繰り返しに費やす
ことになる。 
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このような問題を解決するために、発現系構築の初期段階で半定量的な簡易 PCRを利
用して正規型のCYB561D1遺伝子のコピー数を調べ、効率よく正規型のCYB561D1タン
パク質高発現株を取得して大量培養を行い、さらにこうして得られた菌体から高純度精製方
法を確立することにより、正規型の CYB561D1 タンパク質の特性解析を行い、既に解析が
進んでいる h101F6 タンパク質と比較することを本研究の目的とした。 
 
4.3. 方法   
4.4.1. プライマーの設計 
酵母 Pichia pastorisのハウスキーピング遺伝子の 1つであるアクチン遺伝子
（AJ508520）および 18S rRNA遺伝子（FN392325）に対してプライマーを設計した（表
4-1）。 
 
4.4.2. CYB561D1遺伝子の Pichia pastorisゲノムへの導入とゲノム DNAの精製および小ス
ケールでの発現誘導 
A) プラスミドの増幅と精製 
酵母トランスフェクション用にクローニングした pPICZ-B/CYB561D1-His6プラスミドを
大腸菌（JM109）に形質転換し、シングルコロニーをピックアップして 3 mLの LBアンピシリ
ン液体培地（50 mL遠沈管）で8時間培養した。目視による菌の増殖を確認した後、培養液
100 μLを 50 mLの LBアンピシリン液体培地（200 mL 三角フラスコ）に分取して培養した。
13-16時間培養した後にプラスミド精製キット（Wizard®Plus SV Minipreps DNA 
Purification System）で精製し、分光光度計にて DNA濃度を決定した。精製したプラスミ
ドを Pme Iでシングルダイジェストし直鎖化した。QIAquick PCR Purification Kitで精製
し、イソプロパノール沈殿後にMilliQ水に溶解することで 1.0 μg/μLに濃縮した。 
 
B) コンピテントセルの調製と形質転換 
Pichia EasyCompTM Kit取扱説明書に従って調製した Pichia コンピテントセルに、A)
のプラスミドの増幅と精製で調製した直鎖状の pPICZ-B/CYB561D1-His6プラスミドを 3 
μg（3 μL）加えて形質転換してから YPDS/ZeocinTM Agarプレート上に播種し、30℃に
て 2-4日間培養してコロニーを形成させた。この際の ZeocinTM濃度は 100-400 μg/mLの
範囲内で行なった。 
 
C) 小スケール培養とゲノム精製 
形成したコロニーを滅菌チップでピックアップし、3 mL/50mL遠沈管のYPD（+ Zeocin）
液体培地（pPICZ-A, B, and C User Manual p17）を用いて 30℃にて 24時間の培養を
行なった。培養液は 0.5 mLをグリセロールストック用の 50％グリセロール溶液 0.5 mLを混
ぜて凍結保存した。さらに 0.5 mLを Gen とるくん™（酵母用）High Recoveryキット（タカラ
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バイオ社）を用いて、取り扱い説明書に記載された方法の 1/4 スケールにてゲノム DNAの
精製を行ない、分光光度計で DNA濃度を決定した。 
 
D) 小スケールでの発現誘導 
125 mLのバッフル付き三角フラスコに入れた 25 mLの BMGY （+25μg/mL Zeocin）
液体培地に、融解したシングルコロニーから得たグリセロールストックを 10 μL加え、30℃に
てオーバーナイトで撹拌培養を行なった（OD600≒3）。細胞液を 3,000 g、室温で 5分間遠
心し、上清を廃棄して沈渣分画（細胞分画）を回収した。細胞ペレットは BMMY培地 25 
mLを使って再懸濁し、同条件で培養を再開した。終濃度が 2%となるよう、12時間おきにメ
タノールを添加して、合計 96時間の誘導培養を行なった。  
 
4.4.3. PCR反応による CYB561D1遺伝子コピー数の比較 
4.4.2.のC)で得られたゲノムDNA溶液（10 ng/μL）に目的遺伝子のプライマーを添加
した GoTaq® Master Mixを 10 μLずつ等量で混和し、全量を 20 μLを C1000 Touch 
サーマルサイクラーを使い、以下の条件で PCR遺伝子増幅を行なった。 
① 95℃ 2 min 
② 95℃ 10 sec  
③ 60℃ 15 sec 
④ 72℃ 15 sec 
⑤  ②-④を計 X回繰り返す。 
サイクル数は定量性を持たすため低めの回数として、アクチン遺伝子に対しては 26サ
イクル、その他の遺伝子に対しては 18サイクルで行なった。反応後液 5 μLを 1.25％アガ
ロースゲル中で電気泳導し、EtBr染色してゲル撮影装置を用いた撮影を行なった。 
 
4.4.4. スフェロプラスト化とミクロソーム分画の取得 
4.4.3.の D)と同様にして 250 mL スケールで得た培養溶液から回収した細胞ペレット
を buffer Aに懸濁し、Zymolyaseを最終濃度が 0.5 mg/mL となるように添加して、200 
rpmで 6-8時間、30℃で振盪反応した。その後、凍結融解を 3回繰り返して-80℃に保存
した。そして懸濁液は、最初に 10,000 rpm、4℃で 15分間の遠心を行い、さらに buffer 
Aで再懸濁して 20,000 rpm、4℃で 20分間の遠心を行ない、ペレットを得た。このように
して得られたスフェロプラストを 60 mLの buffer B中に懸濁し、続いてそこにBuffer Bに
溶かしたプロテアーゼインヒビターカクテルを加えた。超音波装置を使って 0.7秒パルス、
0.5秒停止、アウトプットレベル 9にて 80サイクルのソニケーション操作を氷上で常にかき
混ぜながら行ない、スフェロプラストを破壊した。 
続いて 10,000 rpm、4℃で 15分間の遠心を行って、上清分画はミクロゾームとして単
離した。沈殿分画として単離した細胞のデブリスと壊れなかったスフェロプラストは、Buffer 
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Bに再懸濁して 2回目のソニケーション操作（1回目と同じ 80サイクル）を行ない、その後
遠心分離した。こうして集めたミクロゾームを含む上清分画は、30,000 rpm、4℃で 1時間、
超遠心分離を行なった。得られた沈殿分画を 10-12 mLの 10%のグリセロールを含む 50 
mM リン酸バッファー（pH 7.0）に懸濁してからホモジナイズし、液体窒素を使って-80℃
に凍結し、使用時まで保存した。 
 
4.4.5. CYB561D1-His6 タンパク質の精製 
ウシ副腎髄質から得た天然の神経型 cytochrome b561や Pichia pastoris に発現さ
せたトウモロコシの cytochrome b561を調製する際には、ミクロゾーム分画を buffer Cで懸
濁し、4℃で 4時間常にかき混ぜる。しかし、上記の cytochrome b561の可溶化・精製の際
に用いた温和な界面活性剤 β-octylglucoside (1% w/v)は CYB561D1-His6 タンパク質
の可溶化や続くNi-NTA Sepharoseカラムクロマトグラフィーによる精製には適さないこと
がわかった。その代わりとして、0.2%(w/v) sucrose monododecanoate と 10%グリセロー
ルが、Ni-NTA Sepharoseカラムクロマトグラフィーによる精製に適していることがわかった。
そこで buffer Dを使ってミクロソームを 4℃で 4時間常にかき混ぜてから、20,000 rpm、
4℃で 20分間遠心した上清を、300 mM NaClおよび 10 mMイミダゾールを含む buffer 
Dで平衡化した 1 mLのNi-NTA Sepharose Pre-Packedカラムに直接ロードした。
buffer D中のイミダゾール濃度を 20 mM から 100 mM まで連続的に増やしながらカラ
ムを洗浄することで、夾雑タンパク質を取り除いた。その後、300 mM NaCl と 300 mM イ
ミダゾールを含む buffer Dを使って、CYB561D1-His6タンパク質を溶出した。限外濾過
膜（MWCO=30,000）を使って適当な濃度にサンプルを濃縮し、0.2%(w/v) sucrose 
monododecanoate と 10 % グリセロールを含む 50 mM リン酸バッファーで平衡化した
PD-10カラムを使って脱塩した。 
 
4.4.6. タンパク質の同定、SDS-PAGE、およびヒスチジンタグの同定 
 各精製段階でのタンパク質含有量はウシ血清アルブミンをスタンダードとした改良型
Lowry法（25）を用いて決定した。SDS-PAGEは、濃縮層に 4%、分離層に 16%のポリア
クリルアミドゲルを使った Laemmli法（26）を用いて行なった。タンパク質のバンドは CBB
（Coomassie Brilliant Blue）で染色し、タンパク質の C末に導入した 6xHis-tag部位は
ヒスチジンタグ同定試薬を用いて染色同定した。 
 
4.4.7. EPRスペクトル測定 
0.2%（w/v）sucrose monododecanoateおよび 10%グリセロールを含む 50 mM リン
酸カリウムバッファー（pH7.0）に置換した精製された酸化型 CYB561D1-His6 タンパク質
（80~280 μM）をEPRチューブ中に入れて液体窒素中で凍結した。9.23GHzのX-band
マイクロ波周波数領域の EPR スペクトルは、以前報告された（4,27）方法によって、
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Oxford flow cryostat (ESR-900)が装備された Varian E-109 EPR spectrometerによ
って 5~20Kの温度領域で測定した。 
 
4.4.8. パルスラジオリシス 
パルスラジオリシス実験は以前報告された方法（3,5）に従って、大阪大学産業科学研
究所で electronic linear acceleratorを使用して行われた。0.2%（w/v）sucrose 
monododecanoateおよび 10%グリセロールを含む 50 mM リン酸カリウムバッファー
（pH7.0）中に置換した精製された CYB561D1-His6 タンパク質を石英セルに設置して、
N2Oガスを 2分間バブリングした。この条件下で全ヘムの約 75%が還元される。パルスビ
ーム照射により発生させたモノデヒドロアスコルビン酸ラジカルの濃度は、照射装置のビー
ム強度を変化させることによって減衰され、3,300 M-1cm-1のモル吸光度係数を使って
360 nmの吸収スペクトルを測定する事により決定した。パルス照射後の
CYB561D1-His6タンパク質のヘム部分の酸化還元は分光光度計を使って425あるいは
435 nmの吸光度変化を記録することによりした。モノデヒドロアスコルビン酸ラジカルとの
二次反応速度定数を決定するために、1.8 μMのモノデヒドロアスコルビン酸ラジカルに対
して、8.0、12.0、16.0 μMのタンパク質濃度で分析した。 
 
4.4. 結果と考察 
4.5.1. CYB561D1遺伝子のクローニングおよび CYB561D1-His6酵母発現ベクター 
 クローニングおよび酵母発現ベクターの構築については第 2章に記述した。 
 
4.5.2. CYB561D1-His6遺伝子の Pichiaゲノムへの融合と多コピー株の選択 
Zeocin存在下での pPICZ-B/CYB561D1-His6プラスミドによる形質転換を 4回繰り
返すことにより、最終的に 33個のシングルコロニーを得た。4回の形質転換では、寒天培
地に使用した抗生物質Zeocinの濃度を順次変化させた。1回目と2回目では100 μg/mL、
3回目では 200 μg/mL 、4回目では 400 μg/mLで行なった。最終的に得られたコロニー
全てを小スケール培養して、ゲノムDNAを抽出した。抽出したDNAを鋳型として、ハウス
キーピング遺伝子としてアクチン遺伝子と 18S rRNA遺伝子、 および目的遺伝子である
b561-3Sについての半定量的 PCR反応を行なった。またコントロールとして以前に当研
究室において取得したh101F6高発現株（23,31）についても比較のためにゲノムDNAを
抽出して同様の操作を行い比較した。その結果、33株のシングルコロニーの内、ハウスキ
ーピング遺伝子と比較して CYB561D1遺伝子のコピー数が高い株が幾つか見つかった
（図 4-4）。そこでそれらのコピー数が高いと思われる株、#2、#15、#16、#18、#19につい
てメタノールによる発現誘導を行なった。その結果、目視による確認で、#2に CYB561D1
遺伝子発現株にヘムB特有である赤色の培養液色が確認され、CYB561D1-His6タンパ
ク質がヘムと結合したホロ型タンパク質として発現されたことが分かった。 
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形質転換後の培養中に抗生物質 Zeocinの濃度を徐々に高くすることで、コロニー選
択操作を継続していくと、目的とする遺伝子のコピー数の多い株を得られるという報告があ
る（28）。 
Zeocin耐性を指標に得られたシングルコロニー#33株に対して行ったゲノム DNAを
鋳型としたPCRの結果から、#2、#15、#18は他の株に対して明らかにCYB561D1-遺伝
子のゲノム上のコピー数が多いと判断された。しかし、これら 3つの株が得られた条件は抗
生物質Zeocinの濃度がいずれも100 μg/mLであり、逆に他の 200 あるいは400 μg/mL
の培養条件で得られた#19番から#33番の株には目立ってコピー数の多いものが無かっ
た。この実験結果から、少なくとも 100-400 μg/mLの濃度範囲では、培養時の抗生物質
の濃度とゲノム上のCYB561D1遺伝子のコピー数の間には正の相関が無いことが判明し
た。 
今回の実験結果では、培地中で抗生物質であるZeocin濃度を徐々に高めることで、コ
ピー数が高いコロニーは得られるということを示すことはできなかったが、より高い濃度（~
数 10倍）条件については試していない。したがって、高濃度 Zeocin処理継続による高コ
ピー数スクリーニングの効率性については不明である。今後、高濃度 Zeocin処理との組
み合わせにより高い効率で高発現株を得られる可能性は否定できない。 
さらにこれらの結果から、先に発現株の取得に成功している h101F6-His8 タンパク質
（23,29）においても、同様に高コピーナンバーを持つ発現株を得ることにより、さらに高効
率なタンパク質を発現する株を得ることができるかもしれない。 
 
4.5.3. タンパク質の発現と精製 
コロニー#2を使った 250 mL スケールでの BMGY培養培地による発現誘導から得ら
れた Pichia ミクロソーム分画中に、酸化還元差吸収スペクトル変化による推定見積で
110~125 nmolesの cytochrome b561様のタンパク質が測定された（図 4-5（A））。この量
は、コントロールに用いたmockの pPICZ-B ベクターによる Pichia ミクロソーム分画（推
定見積で b561が 8-25 nmols）と比べてはるかに高い数字であった。コントロールミクロソー
ム分画で観察された cytochrome b561タンパク質様の 561nmでの吸収はミトコンドリア呼
吸鎖の ComplexⅢに由来し、アスコルビン酸では還元できない（図 4-5（B））。また他の発
現株（おそらく CYB561D1遺伝子がシングルコピーしか取り込まれていない株）はミトコン
ドリアの ComplexⅢを含めて 30~50 nmol と見積もられた。 
CYB561D1-His6 タンパク質の精製操作に対する最初の試みとして、以前に使用して
いた β-octyl glucoside を最終濃度 1.0%（w/v）になるようにミクロゾーム分画に添加して
溶解した。しかし続いて行なった超遠心分離法によって得られた上清はピンク色ではなく
オレンジ色であり、可溶化された cytochrome b561タンパク質が変性されていることを示し
ていた。実際に、続くNi-NTA-Sepharoseカラムを使った精製、洗い、最終濃度 0.1%
（w/v） を用いた β-octyl glucosideを含む buffer 中でのイミダゾール濃度増加による溶
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出操作では、機能を有するCYB561D1-His6タンパク質を得ることはできなかった。さらに、
より高濃度の NaCl存在下での高濃度イミダゾールを使って溶出を試みても、
CYB561D1-His6 タンパク質はカラム上部に吸着したままであった。この結果を受けて、ミ
クロゾーム分画からの CYB561D1-His6 タンパク質の可溶化に使用する界面活性剤のス
クリーニングを行なったところ、sucrose monododecanoateが非常に適していることがわ
かった。4℃の条件下で、最終濃度0.2%（w/v）sucrose monododecanoateを使って可溶
化し、続く超遠心分離を行なった結果、ほぼ完全に CYB561D1SH タンパク質をミクロゾ
ーム分画から可溶化することができた。、500 mL BMGY培地から約 250 nmolの
CYB561D1-His6 タンパク質を含むピンク色の上清を得た。上清は 10%（w/v）グリセロ―
ルに 300 mM NaCl と 10 mM イミダゾールを含む 50 mM リン酸カリウム buffer（pH 6.7）
に調製し、4℃の条件下で pre-packed Ni-NTA-Sepharoseカラムに直接のせた。そのカ
ラムを 30, 40, 50, 60 mMのイミダゾール濃度で連続して洗浄し、最終的に、300 mM 
NaCl と 250 mM イミダゾールを含む同 bufferで溶出した。溶出した CYB561D1-His6
タンパク質は限外ろ過膜によって濃縮し、可視UV スペクトルの吸収や SDS-PAGE解析
を行った（図 4-6）。これにより明らかとなった見かけ上の分子量は、計算から導かれる
CYB561D1-His6 タンパク質の分子量である 26,247 Da とほぼ一致した。しかしながら、
精製されたサンプルは CYB561D1-His6 タンパク質のダイマーやトリマー型を相当量含
んでいた。図 4-6の矢印で示したように相当量のタンパク質バンドがそれぞれに対応して
いると考えられる。またこの段階においてピリジンヘモクロム法に基づいたヘムの含有量は
2.27 + 0.25（SD）（heme b/protein）であったことから、サンプルは相当な高純度であり、
不純タンパク質の混入によるものとは考えにくいものであった。 
SDS-PAGE分析におけるダイマー、トリマー、そしてテトラマーの観察は、101F6 タン
パク質の膜中での存在様式を推定するにあたっても重要な現象である。101F6タンパク質
の場合は、精製サンプルを熱処理することでオリゴマーの形成が促進された。しかし今回
の CYB561D1-His6 タンパク質の場合は、熱処理無しでもオリゴマー形成が起きているこ
とがわかった。オリゴマー形成の原因としてはいろいろな可能性が考えられる。最も可能性
が高いのは Cys残基による分子間の S−S結合の形成である。しかし、オリゴマー形成は
S-S結合を還元開列するメルカプトエタノールあるいは DTT処理によっても解消されなか
った。同様な現象は101F6タンパク質の場合にも観測された。別の可能性として疎水性の
α-ヘリックス間のスワッピングによるオリゴマー形成が考えられる。疎水性の相互作用が強
いため、SDS-PAGE条件下でも安定なオリゴマーとして存在する可能性が考えられた。こ
のことは、CYB561D1-His6 タンパク質モノマー分子の末端 α-ヘリックス間のスワッピング
のような変化が起こるエネルギー障壁のしきい値が非常に低くなっている可能性が考えら
れた。もしかしたら、室温環境下では細胞の小胞膜内においてもそのようなα胞ヘリックス
間のスワッピングによるオリゴマー形成現象が起きているかもしれないと推測したくなる。 
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4.5.4. UV-可視吸収スペクトル 
精製したCYB561D1-His6タンパク質は典型的な酸化型 b561タンパク質の吸収スペ
クトルを示し、Soret帯の 414 nm と 565および 530 nm付近の α帯および β帯のブロー
ドなバンドがそれぞれ検出された（図 4-7）。Ferric high-spin型に見られる Soret帯ピー
クのブルーシフトや 630 nm付近の特徴的な電荷移動バンドは検出されなかった。酸化型
の紫外可視吸収スペクトルで A280:A414比が低いことはサンプルの純度が高いことを示
しており、前述の結果と矛盾がない。 
 ジチオネイト添加による完全還元型では、Soret帯の 426 nm とα帯およびβ帯の 559
および529 nmのピークがそれぞれ独立して観測され、典型的な還元型b561タンパク質の
吸収スペクトルのピークよりも少しだけ青色側へシフトしていた（図 4-7）。また酸化型への
アスコルビン酸（最終濃度 10 mM）添加により 75%レベルまでヘムが還元された。さらに
40 mMまでアスコルビン酸の最終濃度を増加させても、還元レベルが著しく改善されるこ
とはなかった。この最終還元レベルは CYB561D1-His6 タンパク質と発生学的に近縁で
ある 101F6 タンパク質が 10 mMのアスコルビン酸添加により 80%の還元レベルであった
ことと類似していた（16，24）。 
 精製された CYB561D1-His6タンパク質のアスコルビン酸による高いヘムの還元性は、
このタンパク質の特性であるだけでなく、cytochrome b561タンパク質ファミリーにおいて共
通して見られることでもある。しかしながら、そのような高い還元性は Pichiaのミクロゾーム
分画では図 4-5（A）に示したようにそれほど明確には観察されない。スペクトルでは、559 
nmの α帯は、dithioniteによるヘム還元レベルを 100%とした場合にヘムのおよそ 25%
が 10 mMのアスコルビン酸添加により還元された（図 4-5（A））。複数回行なったアスコル
ビン酸によるミクロゾームの還元レベルはおよそ 15-30%と多様性に富んでいた。他の
cytochrome b561タンパク質ファミリーのメンバーを強制的に発現させた Pichiaのミクロゾ
ーム分画を用いてアスコルビン酸により還元した場合には 40-50%の還元レベルであった
ことに比べると、この数字ははるかに低かった。調製したミクロゾーム分画中にはかなりの
量のミトコンドリア膜を含んでいることは、吸収スペクトル中の cytochrome c oxidase由来
の 600 nmのピークによって示されており、部分還元型Complex Ⅲによる寄与が予想さ
れる。実際には、CYB561D1-His6遺伝子を含んでいないベクターが組み込まれた
Pichiaから調製したミクロゾームには高濃度アスコルビン酸によって還元されない
Complex Ⅲがわずかに含まれていることを示している（図 4-5（B））。したがってミトコンドリ
ア膜の混入はアスコルビン酸による発現した cytochrome b561タンパク質の明らかな還元
性に比べて低い。しかしながら、そのようなミトコンドリア膜（250 mL BMGY培地から8~20 
nmol）の寄与を考慮した上でも、アスコルビン酸による CYB561D1-His6 タンパク質の低
い還元性は明らかであった。さらにこの低い還元性は、第 3章で示した CYB561D1 タン
パク質の一過性強制発現細胞を用いたCHOPおよびGADD34遺伝子のアスコルビン酸
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による PERK タンパク質の活性化による発現上昇が、101F6 タンパク質の一過性強制発
現細胞に比べて高濃度のアスコルビン酸を必要とした実験結果に対して矛盾がない。 
 CYB561D1-His6 タンパク質のアスコルビン酸による低い還元性の原因として、いくつか
の可能性が考えられる。Pichiaの ER膜中では、CYB561D1-His6 タンパク質は安定化
されず天然(本来)の膜構造においてのみ安定化されるのかもしれない。
CYB561D1-His6タンパク質は101F6タンパク質とアミノ酸構造において48.9%が一致し
ており、アスコルビン酸と結合する推定されている領域はよく保存されている（図 4.2.）。し
かしながらこの部分についてよく調べると、幾つか異なる 1次構造上の部位が見つかる。
特に興味深いのは TMHⅡとⅢの間の細胞質側のループにある 3つの連続したフェニル
アラニン残基とそれに続くシステイン残基から構成される疎水性領域の存在である。この領
域はアスコルビン酸との結合においては不適当なのかもしれない。この構造の違いは界面
活性剤である sucrose monododecanoateによって CYB561D1-His6 タンパク質の膜か
らのミセル化により軽減されたのかもしれない。その結果として、酸化型 CYB561D1-His6
タンパク質は効率よくアスコルビン酸から電子を受け取って、より高いヘム還元状態になり
得たと考えられる。この特性に関連して、(先に述べたように)精製したCYB561D1-His6タ
ンパク質はダイマーあるいはテトラマーになる強い傾向があることは非常に興味深い。可
能性ではあるが、末端 α-ヘリックス（4つのコアヘリックスではなく helix 1 あるいは helix 
6）が 2つあるいは 3つの CYB561D1-His6タンパク質単量体の間で相互交換(ドメインス
ワッピング)が起きているのかもしれない。そのような分子の柔軟性は、界面活性剤を使っ
たミセル化による抽出下でのアスコルビン酸による還元における変化に一致しているかもし
れない。 
   
4.5.5. 界面活性剤の選択 
 今回の研究で界面活性剤の選択については詳細には追求していないが、膜タンパク質
の精製や分析にとっては非常に重要な要素であることは明らかである。かつて
cytochrome b561タンパク質ファミリーの精製や分析で全面的に適切であった β-octyl 
glucoside（4,30）は、CYB561D1-His6 タンパク質の精製にとっては適切ではなかった。
dodecyl maltosideのようなよりマイルドな界面活性剤による膜タンパク質の可溶化は、
cytochrome b561タンパク質ファミリーの結晶化により適している可能性がある。 
 
4.5.6. EPRスペクトル 
15および 8 Kにおける酸化型 CYB561D1-His6 タンパク質の EPR スペクトルを図
4-8に示した。最も注目すべき特徴は、80~120 mT部分の ferric high-spinに由来する
シグナルであり、2つの high-spinシグナルが重複したものであると考察した。一つは通常
の tetragonal型の g⊥=6.0 and g//=2.00での high-spinスペクトルであり、もう一つは g⊥
=6.0の目立った分裂であり gx=7.09 と gy=4.87のシグナルから成る rhombic型のシグ
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ナルである。それら以外に gz=3.71には明瞭なHALS型のシグナル（2, 4, 31, 32）が観察
された。このシグナルは、非対称シグナルであることから 2つの類似した HALS型のシグ
ナルが重なったものであると判断された。また変性型に由来すると思われる（4, 33）非常に
弱いシグナルも g=4.3 に観察された。 
g⊥=6.0のピークによって特徴づけられる tetragonal型の high-spinシグナルは、
cytochrome b561タンパク質の EPR スペクトルとしては毎度おなじみのものであり、
His-Fe3+ の 6配位結合の内の１つが分離し、5配位結合になってしまっている
cytochrome b561タンパク質の亜集団を反映していると考えられる。 
rhombic型の high-spinシグナルは cytochrome b561を含むヘムタンパク質にとって
は非常に稀ではあるが、典型的な tetragonal型から rhombic型へのヘム鉄環境の変換
はいくつかの 5つの配位結合型ヘムタンパク質でときどき観察されている。例えば、ヘムの
軸配位子がヒスチジン残基からシステイン残基に置き換わった cytochrome P450camの
場合に現れる gx=7.81、 gy=3.97、 gz=1.77の組み合わせ（34）や、 カタラーゼにおい
て軸配位子がヒスチジン残基からチロシン残基に置き換わった場合に現れる gx=6.6 と 
gy=5.4の組み合わせ（35）、そしてM型異常ヘモグロビンにおいて軸配位子がヒスチジン
残基からチロシン残基に置き換わった場合などである（36, 37）。またある場合においては、
6配位ヘムタンパク質においてヘムの軸配位子であるヒスチジン残基がそのまま保たれて
いる状態であっても rhombic型の high-spinシグナルが観察される場合がある(38)。ミエ
ロペルオキシゲナーゼにおいては、rhombic型の high-spinシグナルは、ヘムの遠位側
におけるアミノ酸残基の極性と軸配位であるヒスチジン残基の陰イオン性によっても引き起
こされる（38, 39）。したがって、cytochrome b561で観察される EPRスペクトルでの稀な
rhombic型 high-spinシグナルは、一つはヘム（Fe3+）への軸配位子ヒスチジン残基との
配位結合が壊され、同時に 6配位座を再形成可能なチロシンやメチオニン残基の様な近
傍のアミノ酸残基への置換、あるいは極近傍の環境変化による軸配位子であるヒスチジン
残基の著しい構造変化を反映しているのかもしれない。  
特筆すべきことは、酸化型 CYB561D1-His6タンパク質においては、溶液中の室温状
態において軸配位子がヒスチジン残基からメチオニン残基に置換した際に表れる 700 nm
付近のバンドが観測されなかったことである。一方、室温における空気酸化型および還元
型の両方の可視吸収スペクトルにおいて、5配位high-spin種の存在は確認されなかった。
したがって極低温や凍結において構造変化が引き起こされ、2種の high-spinシグナルを
発生させたのかもしれない。 
ここで rhombic型 high-spinシグナルは変性した CYB561D1-His6 タンパク質に由
来するものではないことを強調しておきたい。実際に、EPR測定後に溶解した試料の空気
酸化型とアスコルビン酸還元型での可視吸収スペクトルは EPR測定前のものと区別でき
ないものであったからである。さらに融解した試料はアスコルビン酸から電子を受け取って
最終的に 75%レベルまで還元されることが確認された。このように環境温度によって
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CYB561D1-His6 タンパク質は、溶液状態では通常の 6配位型であるヒスチジン残基
-Fe3+-ヒスチジン残基であり、凍結状態では一部がヒスチジン残基-Fe3+-の 5配位型が崩
壊して rhombic型のhigh-spinシグナルが検出され、残りはそのような構造変化をせずに
6配位型の tetragonal型high-spinシグナルとして検出される。重要なのは融解によって
可逆的に元の 6配位型であるヒスチジン残基-Fe3+-ヒスチジン残基構造に戻ったことであ
る。このような可逆性についての根本的なメカニズムは明らかになっていないが、2つのヘ
ム中心の一つにおいて複雑なスピンクロスオーバー現象が発生していることは確かである。
gz=3.71におけるHALS型の他のヘム中心は不安定ではなく、垂直面への面配向を伴っ
た 6配位型のヒスチジン残基-Fe3+-ヒスチジン残基構造（31, 32, 41）を維持しており、この
独特な構造変化が発生する二つのヘム中心については現時点で不明である。 
 
4.5.7. パルスラジオリシス 
 一般に cytochrome b561タンパク質ファミリーのメンバーはモノデヒドロアスコルビン酸
（MDA）ラジカルとの速い反応性とそれに引き続くアスコルビン酸との比較的遅い反応性
を有している（3,5,14）。b561タンパク質ファミリーメンバーの一員である
hCYB561D1-His6 タンパク質の電子伝達特性を確かめるために、パルスラジオリシス法
を使ってまず36 μMの高濃度MDAラジカルとの反応性を測定解析した。予想通り、初期
の還元型ヘムの速い酸化反応（k1app）とそれに続く緩やかな再還元（k2app）過程が観察さ
れた（図 4-9 A,B）。MDAラジカル（k1）による二次速度を計算するために、MDAラジカル
の濃度を 1.2 μMに固定した中でタンパク質濃度依存性を分析した（図 4-9 E、F）。その
結果、CYB561D1-His6 タンパク質はMDA ラジカルとの反応が極端に遅く、2次反応速
度は 1.21 x 106（M-1sec-1）であった。この数字は他の cytochrome b561タンパク質ファミリ
ーメンバーのものと比べてかなり遅いものであった。（h101F6：5.0 x 107 M-1s-1 （3）、ウシ
副腎髄質 CGcytbタンパク質：2.6 x 107 M-1s-1、Zea mays cytochrome b561タンパク質：
1.0 x107 M-1s-1 （14））。一方で、それに引き続いて起こる再還元速度についてはタンパク
質濃度にほぼ依存して 0.27 (s-1)であった（図 4-9 F）。このことは、培地中のアスコルビン
酸による直接的な酸化型ヘムの再還元反応によるというよりはむしろ内因性の細胞質のア
スコルビン酸から酸化型ヘムへの長距離電子伝達が遅いということに対応しているとする
考え方に一致する。 
 この h101F6 タンパク質と比べて 40倍も遅いMDA ラジカルとの速度定数は、酸化型
CYB561D1-His6タンパク質において見られた稀な EPR種との関係がある可能性がある。
CYB561D1-His6 タンパク質と h101F6 タンパク質は同じグループ Eに属しており（1）、
48.9％のアミノ酸残基が共通で、小胞内側の負電荷残基が少ない。それに対して、細胞
質側はポジティブインサイドルール（42）と一致して正電荷アミノ酸残基の割合が高いとい
う特徴があり、このようなアミノ酸残基の電荷の分布は非常に両者でよく似ている（2）（図
4-3）。CYB561D1-His6 タンパク質と h101F6 タンパク質のアミノ酸列における特徴的な
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差異は、小胞内側ヘムの軸配位するヒスチジン残基を含む推定上のMDA ラジカルとの
結合領域とされている SLHSW部分が、CYB561D1 タンパク質では SWHSWであるの
に対して h101F6 タンパク質では TRHGQに変化していることのみである（1,43）。 
 未だ cytochrome b561タンパク質ファミリーの立体構造が不明であることから、
CYB561D1 タンパク質のヘム中心付近の構造変化の可能性に関する議論はあまりにも
不確かな推測でしかない。しかしながら、SLHSW（hCGb561 タンパク質や Zmb561 タン
パク質）からh101F6タンパク質のTRHGQへ置き換えることはMDAラジカルとの速い反
応への変化をもたらし、また CYB561D1タンパク質の SWHSWへの置き換えはMDA ラ
ジカルとの非常にゆっくりとした反応をもたらすかもしれない。その結果、ヘムの軸配位で
あるヒスチジン残基に隣接した CYB561D1 タンパク質のトリプトファン残基は、MDA ラジ
カルとの相互作用やヘム鉄からMDA ラジカルへの直接的な電子の供給を減衰するのに
非常に重要な役割を果たしているかもしれない。これらの議論は EPR スペクトル解析によ
る構造変化が小胞内のヘム中心における変化が原因となっていることを示唆している可能
性を導いている。決定的な証拠を得るには現在進行している点変異型遺伝子組み換え体
を用いた詳細な解析が必要である。 
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CYB561D1(Q8N8Q1-1)(229 amino acids; 25)(IPI00167530.3) 
1 MQPLEVGLVP APAGEPRLTR WLRRGSGILA HLVALGFTIF LTALSRPGTS LFSWHPVFMA 
61 LAFCLCMAEA ILLFSPEHSL FFFCSRKARI RLHWAGQTLA ILCAALGLGF IISSRTRSEL 
121 PHLVSWHSWV GALTLLATAV QALCGLCLLC PRAARVSRVA RLKLYHLTCG LVVYLMATVT 
181 VLLGMYSVWF QAQIKGAAWY LCLALPVYPA LVIMHQISRS YLPRKKMEM 
 
b561-3L-1(Q8N8Q1-2)(133 amino acids; 14)(IPI00515012.1) 
1  MQPLEVGLVP APAGEPRLTR WLRRGSGILA HLVALGFTIF LTALSRPGTK TGPLMEDRSE 
61  GGRARWVMPE IPALWEADAG GSLEVFSPGT LYSWPWRSAS AWLKPSYSSH LNTPCSSSAP 
121 EKHGSGSTGQ GRP 
 
b561-3L-3 (Q8N8Q1-3) (251 amino acids; 27)(IPI00909405.1) 
1  MQPLEVGLVP APAGEPRLTR WLRRGSGILA HLVALGFTIF LTALSRPGTK TGPLMEDRSE 
61  GGRARWVMPE IPALWEADAG GSLEFCLCMA EAILLFSPEH SLFFFCSRKA RIRLHWAGQT 
121  LAILCAALGL GFIISSRTRS ELPHLVSWHS WVGALTLLAT AVQALCGLCL LCPRAARVSR 
181  VARLKLYHLT CGLVVYLMAT VTVLLGMYSV WFQAQIKGAA WYLCLALPVY PALVIMHQIS 
241  RSYLPRKKME M 
 
hCYB561D1-His6 (235 amino acids; 26)  
1  MQPLEVGLVP APAGEPRLTR WLRRGSGILA HLVALGFTIF LTALSRPGTS LFSWHPVFMA 
61  LAFCLCMAEA ILLFSPEHSL FFFCSRKARI RLHWAGQTLA ILCAALGLGF IISSRTRSEL 
121  PHLVSWHSWV GALTLLATAV QALCGLCLLC PRAARVSRVA RLKLYHLTCG LVVYLMATVT 
181  VLLGMYSVWF QAQIKGAAWY LCLALPVYPA LVIMHQISRS YLPRKKMEMH HHHHH 
 
 
図4-1  クローニングしたCYB561D1遺伝子由来のアミノ酸配列 
 CYB561D1遺伝子特異的プライマーを用いてクローニングしたCYB561D1およびb561-3L遺
伝子からORF領域を推測し、一次構造配列を示した。またインバースPCRでCYB561D1にHisタ
グを付加した一次構造配列を示した。Cytochrome b561タンパク質ファミリーにおいてヘムに配位
するヒスチジン残基は赤色で示した。 
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CYB561D1 MQPLEVGLVPAPAGEPRLTRWLRRGSGILAHLVALGFTIFLTALSRP-GTSLFSWHPVFM 
h101F6 -------MALSAETESHIYRALRTASGAAAHLVALGFTIFVAVLARP-GSSLFSWHPVLM 
hb561-1 --MEGGASAATPTALPYYVAFSQLLGLTLVAMTGAWLGLYRGGIAWE-SDLQFNAHPLCM 
hDcytb ------MAMEGYRRFLALLGSALLVGFLSVIFALVWVLHYREGLGWDGSALEFNWHPVLM 
hb561-2 ---------MVSGRFYLSCLLLGSLGSMCILFTIYWMQYWRGGFAWNGSIYMFNWHPVLM 
.   :.  . : :.   .  *. **: * 
CYB561D1 ALAFCLCMAEAILLFSPEHSLFFFCSRKARIRLHWAGQTLAILCAALGLGFIISSRTRSE 
h101F6 SLAFSFLMTEALLVFSPESSLLHSLSRKGRARCHWVLQLLALLCALLGLGLVILHKEQLG 
hb561-1 VIGLIFLQGNALLVYR----VFRNEAKRTTKVLHGLLHIFALVIALVGLVAVFDYHRKKG 
hDcytb VTGFVFIQGIAIIVYR--LPWTWKCSKLLMKSIHAGLNAVAAILAIISVVAVFENHNVNN 
hb561-2 VAGMVVFYGGASLVYR--LPQSWVGPKLPWKLLHAALHLMAFVLTVVGLVAVFTFHNHGR 
 .: .   *  :::         .:      *   : .* : :  :.: ::   : 
 
CYB561D1 LPHLVSWHSWVGALTLLATAVQALCGLCLLCPRAARVSRVARLKLYHLTCGLVVYLMATV 
h101F6 KAHLVTRHGQAGLLAVLWAGLQCSGGVGLLYPKLLPRWPLAKLKLYHATSGLVGYLLGSA 
hb561-1 YADLYSLHSWCGILVFVLYFVQWLVGFSFFLFPGASFSLRSRYRPQHIFFGATIFLLSVG 
hDcytb IANMYSLHSWVGLIAVICYLLQLLSGFSVFLLPWAPLSLRAFLMPIHVYSGIVIFGTVIA 
hb561-2 TANLYSLHSWLGITTVFLFACQWFLGFAVFLLPWASMWLRSLLKPIHVFFGAAILSLSIA 
..: : *.  *  ...    *   *. .:          :     *   * . 
 
CYB561D1 TVLLG--------------MYSVWFQAQIKGAAWYLCLALPVYPALVIMHQISRSYLPRK 
h101F6 SLLLG--------------MCSLWFTASVTGAAWYLAVLCPVLTSLVIMNQVSNAYLYRK 
hb561-1 TALLGLKEALLFNL---GGKYSAFEPEGVLANVLGLLLACFGGAVLYILTRADWKRPSQA 
hDcytb TALMGLTEKLIFSLR--DPAYSTFPPEGVFVNTLGLLILVFGALIFWIVTRPQWKRPKEP 
hb561-2 SVISGINEKLFFSLKNTTRPYHSLPSEAVFANSTGMLVVAFGLLVLYILLASSWKRPEPG 
: : *                       :      : :       : *:   . 
 
CYB561D1 KMEM---------------------------------------------------- 
h101F6 RIQP---------------------------------------------------- 
hb561-1 EEQALSMDFKTLT--EGDSPGSQ--------------------------------- 
hDcytb NSTILHPNGGTEQGARGSMPAYSGNNMDKSDSELNNEVAARKRNLALDEAGQRSTM 
hb561-2 ILTDRQPLLHDGE------------------------------------------- 
           図4-2 ヒトcytochrome b561タンパク質ファミリーの一次構造比較 
ヒトcytochrome b561タンパク質ファミリーの内、グループAとEに属するメンバーのアミ
ノ酸配列をアライメントし、相同性を領域を示した。cytochrome b561タンパク質ファミリーに
おいてヘムに配位するヒスチジン残基は赤色で示した。  
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
90 
                                    平成２６年１月 
 
 
 
   図 4-3 ヒト cytochrome b561タンパク質ファミリーの発生学的系統樹 
近接結合法 Neighbor-Joining 法により系統樹を作成した。Bootstrap value を数字で示した。 
  
（CYB561D1） 
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図 4-4  CYB561D1 遺伝子のゲノムコピー数比較 
(A) 最初のスクリーニングであり、32 コロニーから青色で記した番号のコロニ
ーを選択した。(B)2 回目のスクリーニングである。赤色で示した 5 つのコロニー
を選択した。   
 
 
1 2 3 4
Actin
hb561-3 
18S ribosomal RNA 
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Actin
hb561-3 
18S ribosomal RNA 
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Actin
hb561-3 
18S ribosomal RNA 
2 8 15 16 18 19 21 23 25 33 101F6
Actin
hb561-3 
18S ribosomal RNA 
(A) 
(B) 
CYB561D1 
CYB561D1 
CYB561D1 
CYB561D1 
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
92 
                                    平成２６年１月 
 
 
 
     図 4-5 ミクロゾーム画分内 CYB561D1-His6のUV-可視吸収スペクトル 
  （A)は CYB561D1-His6を含む Pichia ミクロゾーム画分の UV-可視吸収スペクトルであり、
（B）は Pichia ミクロゾーム画分の UV-可視吸収スペクトル（コントロール）である。 
    
Pichia microsomal fraction 
Pichia microsomal fraction (control) 
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      図 4-6  CYB561D1-His6 タンパク質の SDS-PAGE 解析 
レーン 1：ミクロゾーム分画 、レーン 2：可溶化分画、レーン 3,4：30 あるい
は 50 mM イミダゾールによるニッケルカラム溶出分画 、レーン 5-7：250mM イ
ミダゾールおよび 300 mM NaCl によるニッケルカラム溶出分画である。矢印は
CYB561D1-His6 タンパク質であり、単量体、2 量体、3 量体、4 量体を形成して
いると考えられた。Ｍは分子量マーカーでそれぞれ 上から下に向かって 96k, 66k, 
45k, 30k, 20k, 14.4k Da,を示している。 
 
 
 
 
 
 
  
M  1   2   3    4   5   6   7  
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      図 4-7  CYB561D1-His6 タンパク質の UV-可視吸収スペクトル 
  精製した CYB561D1-His6 タンパク質を使った解析で、(a)は大気下の酸化型スペクト
ル、(b)は 10 mM のアスコルビン酸による還元型、(c)は ditionate による還元型である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Purified CYB561D1-His6 
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          図 4-8 CYB561D1-His6 タンパク質の EPR スペクトル 
黒のスペクトルは 8K で測定し、赤のスペクトルは 16K で測定した。星印で記した g=4.3
のシグナルは外来の鉄由来のシグナルである。 
 
 
 
  
Purified CYB561D1-His6 
神戸大学    博士論文 
理学研究科化学専攻                          朝田晃一 
96 
                                    平成２６年１月 
 
 
図 4-9  CYB561D1-His6 タンパク質のパルスラジオリシス解析 
(A) 精製した CYB561D1-His6 タンパク質（終濃度 8 μM) と AsA （終濃度 10 mM)を
混合し、パルス発生させた MDA ラジカル（36 μM)によって CYB561D1-His6 タンパク質
が酸化される様子を 425 nm の吸収スペクトルで 100 秒間測定した。(B) はそれに続く
CYB561D1-His6 タンパク質の再還元を 10 秒間測定した。(C)は濃度依存性を確認するた
めに、精製した CYB561D1-His6 タンパク質（終濃度 16 μM)で、パルス発生させた MDA
ラジカル（1.8 μM)によって CYB561D1-His6 タンパク質が酸化される様子を 425 nm の
吸収スペクトルで 100 秒間測定した。(D) はそれに続く CYB561D1-His6 タンパク質の再
還元を 10 秒間測定した。 (E) は酸化状態に対する見かけの速度定数を CYB561D1-His6 
タンパク質の 3 つの濃度 （8.0, 12.0, and 16.0 μM) で測定し、細胞濃度に対してプロット
した。第二速度定数は 1.21 x 106 M-1s-1と見積もられた。. (F) は CYB561D1-His6 再還元
速度定数で、CYB561D1-His6 タンパク質に対する濃度依存性はみられなかった。. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
k1app= 21.18 (sec-1) 
k2app= 0.262 (sec-1) 
k2app= 0.27(sec-1) 
CYB561D1 (μM) 
k1= 1.21×106 
(M-1sec-1) 
CYB561D1 (μM) 
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表 4-1 プライマー一覧 
 
番
号 
名称 配列 対象遺伝子 
1 pPICZ-HIS-S1 CATCATCATCATCATCATTGAGTTTG pPICZ B 
2 pPICZ-inverse-A1 GTTGTTTTTTGATCTTCTCAAGTTGTCG 
3 P.18S rRNA FW TTGATAGGGCAGAAATTTGAATGAACC 18S rRNA 
（Pichia 
pastoris）   4 P.18S rRNA RV ACAAGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGC
TAA 
5 P.18S rRNA FW-I ATAAAGTGTTTGTTCCCCCGGCTCTTTTG
G 
6 P.18S rDNA RV-I GGACCCGGAAGGATATACATGAAAGAAG
AG 
7 P.actin FW CCTGAGGCTTTGTTCCACCCATCT β-actin 
（Pichia 
pastoris） 
8 P.actin RV GGAACATAGTAGTACCACCGGACATAAC
GA 
9 P.actin FW-I CCCCAATTTTGTCCACTCCTTTTGGCTTA
G 
10 P.actin RV-I TTGAAAAATCCTAACCGCCACTGAGGGA
AG 
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第5章 結論  
今回の研究では、h101F6 タンパク質-アスコルビン酸の Nrf2/Keap1 を通じた酸
化ストレス応答への影響を調べることで、h101F6 タンパク質-アスコルビン酸の組
み合わせが転写因子 Nrf2 タンパク質をリン酸化する小胞体ストレスセンサーであ
る PERK タンパク質を活性化するのではないかという仮説を立てた。そして実際に、
PERK タンパク質が活性化されることで発現誘導を生じることが知られている
GADD34 および CHOP 遺伝子が、h101F6 タンパク質-アスコルビン酸の組合せに
より発現誘導されることを示した。これにより、101F6 遺伝子の欠損が小胞体内の
酸化ストレス反応の鈍化を引き起こし、抗酸化遺伝子群の発現やファゴサイトーシ
ス形成が抑制されることで、放置または増強された酸化ストレスによるがん化イベ
ントを促進するというがんの発生に関するメカニズムの詳細を提唱することができ
た。また 101F6 遺伝子が欠損したがん細胞に 101F6 遺伝子の発現を復活させてア
スコルビン酸を添加することにより、小胞体ストレスが増強されることによって、
PERK タンパク質がリン酸化して活性化する eIFα の下流で起こる増殖抑制やオー
トファジーによりがん細胞を死に導くと考えられた。 
今後はアスコルビン酸から受け取った酸化還元シグナルをh101F6タンパク質が
渡す分子を突き止める必要がある。これにより、h101F6 タンパク質-アスコルビン
酸の組合せがどのような機構によって PERK タンパク質を活性化するのかの理解
につながる。さらには 101F6 遺伝子の欠損によるがんの発生促進あるいは 101F6
遺伝子の復活とアスコルビン酸投与によるがん細胞の死への誘導に関するメカニズ
ムのモデルに、直接的かつ決定的な証拠を示すことができると考えられる。 
h101F6 タンパク質と同じグループ E に属する類縁タンパク質である
CYB561D1 をコードする CYB561D1-His6 遺伝子を酵母 Pichia pastoris 発現ベク
ターに組み入れ、ハウスキーピング遺伝子との比較によるスクリーニング解析により、
CYB561D1遺伝子のコピー数が高い発現株を選択し、それらの中から CYB561D1 を大
量に発現する株の取得に成功した。また dodecyl maltosideによるマイルドな可溶化と 
Hisタグによる精製よって得られたCYB561D1タンパク質を使って、SDS-PAGE解析、
可視吸光スペクト、EPR、そしてパルスラジオリシスによる解析を行なった。その結果、
CYB561D1は他のcytochrom b561タンパク質ファミリーには見られない非常に特異
なスピンクロスオーバー現象を引き起こす特性があることがわかった。さらに CYB561D1
のアスコルビン酸との親和性が 101F6 と比べて低かったことは、CYB561D1 遺伝子の一
過性強制発現細胞を使った PERK タンパク質の活性化に必要なアスコルビン酸濃度が、
101F6 遺伝子の一過性強制発現細胞と比べて低かったという結果に対して矛盾がなかっ
た。今後、CYB561D1 タンパク質変異体の作製等によってこの現象を解析することで、
h101F6を含むグループEの構造と生理学的な機能の理解を進展することができると考え
られた。  
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